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1.1. はじめに 
キャピラリー電気泳動は、環境物質、薬物、無機化合物、光学異性体といった分子のみ
ならず、アミノ酸、ペプチド、タンパク質、核酸のような生体分子に至るまで幅広く汎用
されている分離分析技術である。キャピラリーゲル電気泳動による生体分子分析は平板ゲ
ル電気泳動と比較し、1. 分離能が高い(高理論段数・高分離度)、2. 分析スピードが速い、
3. 試料導入が nL オーダーで済む、4. 分離の再現性が高い、5. 信頼性の高い定量分析が可
能、といった特徴が挙げられる。キャピラリー電気泳動では、内径 100 μm 以下のキャピラ
リー管の内部で電気泳動を行うことから、電圧印加に伴い発生するジュール熱を効率よく
放出できる。そのため、印加電圧の強さを数百 V/cm と高くでき、分離能が高く、高速に分
離できる。平板ゲル電気泳動では通常数μL オーダーの試料容量が必要であるのに対し、キ
ャピラリー電気泳動では内径が細いため nL オーダーの試料容量で済む。キャピラリー電気
泳動の蛍光検出はオンラインで行われることから、検出部での分離の低下もなく、再現性
の高い分離、信頼性の高い定量が可能となる。キャピラリー電気泳動は多成分の生体物質
を含む微量試料の一斉分離に適した分析手法である。 
本研究では、キャピラリー電気泳動による RNA、タンパク質の網羅的解析のための要素
技術として、時間分解検出法の開発、RNA の変性剤の開発、タンパク質の分離メカニズム
の解明、新規分離媒体である自己集合ハイドロゲルの分子篩い効果について研究した。生
命現象をシステム的に理解するには、生体の構成要素である RNA、タンパク質、代謝産物
の細胞内での位置情報、時間情報を含めた網羅的解析に基づいて生体物質を同定、定量し
なければならない。DNA および代謝産物の網羅的解析技術としてキャピラリー電気泳動法
が取り入れられているが、RNA やタンパク質は分子の持つ高次構造と発現量の問題により
キャピラリーゲル電気泳動による高分離技術が確立されていない。筆者は、キャピラリー
ゲル電気泳動による RNA、タンパク質の網羅的かつ直接定量分析に必要な RNA、タンパク
質の高感度・高分離分析を目指し研究を行った。 
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1.2. 網羅的解析の重要性 
生命科学の研究は、生体に含まれる分子の同定に始まりその機能、生合成経路、反応機
構の解明といった分子を対象とした研究が進められてきた。しかし、ヒトを含め生命体は、
DNA の遺伝情報に従い RNA、タンパク質が合成され、合成されたタンパク質が機能し代謝
機能が働くように、すべての分子が連結し合い一つのシステムとして機能している。そこ
で、システムとしての生命機能を理解するため、網羅的分析に基づいて生体分子の全体像
を捉えるオーミックス研究が進められている。また、網羅的分析により疾患関連遺伝子の
スクリーニング、ゲノム創薬の研究も行われている。 
網羅的解析の一つであるゲノム解析により、ヒトをはじめマウス、酵母、ショウジョウ
バエといった多くのモデル生物のゲノム配列が決定された。モデル生物とヒトの決定され
たゲノム配列の比較から相同遺伝子を発見し、ヒト病因遺伝子の同定、機能の解明が行わ
れている。早老症の一つであるウェルナー症の原因遺伝子 WRT の機能は、その相同遺伝子
にあたる酵母遺伝子 SGS1 の研究から解明された[1, 2]。WRT の機能が解明されたことによ
り、病気のメカニズムが解明されつつあり診断と治療がより正確に行われるようになった
[3]。 
一方、細胞内で発現している RNA を網羅的に同定するトランスクリプトーム解析では、
タンパク質をコードしない非タンパクコードRNAが 23,000個以上存在することが明らかと
なった。同定された非タンパクコード RNA の一部は生体内で遺伝子発現の制御にかかわっ
ていることが証明され[4]、新たな薬剤の標的になるとが示唆された。 
さらに、プロテオーム解析では、リン酸化サイトが数千個同定され、そのタンパク質の
モチーフからリン酸化に関与したプロテインキナーゼを予測することで大規模なシグナル
伝達経路の解明が行われている[5]。同様の手法を用いて、出芽酵母のユビキチン化タンパ
ク質の網羅的解析により、アポトーシス機構の解明も進められている[6]。シグナル伝達に
関連する分子は薬物の標的になっていることが多く、シグナル伝達経路やアポトーシス機
構の解明、関連分子の全貌を明らかにすることで生命現象をシステム的に理解できるだけ
でなく、創薬技術の進歩が期待できる。 
以上のように、網羅的解析は生命のシステムを理解するオーミックス研究、疾患関連遺
伝子のスクリーニング、ゲノム創薬、ゲノム進化論といった生命科学分野の研究の基盤を
形成するものである。これからの網羅的解析では、生体構成要素である DNA、RNA、タン
パク質、代謝産物などの細胞内での位置情報、時間情報を踏まえ、発現プロファイル解析
のような比較解析と発現量の絶対量を測定する定量分析を行うことが重要となり、それを
見越した方法論や分析技術が開発されなければならない(Figure 1-1)。そして、キャピラリー
電気泳動は、このような要求を満たす有力な分析手法の一つであるといえる。 
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Figure 1-1 生命科学と網羅的分析 
 
1.3. 網羅的解析技術 
網羅的解析における分離分析技術には、DNA の塩基配列決定や代謝産物の網羅的解析を
行うキャピラリー電気泳動、DNA や RNA の発現プロファイリング解析をおこなうマイク
ロアレイ、タンパク質の発現解析、同定、翻訳後修飾解析をおこなう二次元電気泳動、高
速液体クロマトグラフィーなどがある。以下に、各分析法の分離能と特徴についてまとめ
キャピラリー電気泳動と他の分離分析法を比較する。 
 
キャピラリー電気泳動 
キャピラリーに分離媒体となる支持体をつめて分離するキャピラリーゲル電気泳動によ
る一本鎖 DNA (ssDNA)の分析では、5％T、1.5％C 架橋ポリアクリルアミドゲルを分離媒体
とし、10 塩基から 450 塩基まで 1 塩基違いの Poly(A)を 100 分で分離できる。理論段数は、
イオン交換法によるHPLC分析では 104であるのに対しキャピラリーゲル電気泳動分析では
107である[7]。また、化学架橋していない 9％直鎖状ポリアクリルアミド溶液を分離媒体と
し、フルオレセインイソチオシアネート(Fluorescein Isothiocyanate : FITC)で標識した
Poly(T)16-500を 320 分以内に 1 塩基の違いで分離できる(Figure 1-2) [8]。また、キャピラリー
ゲル電気泳動とサンガー法を組み合わせて塩基配列を決定する DNA シークエンサーでは、
1 本のキャピラリーに対し 21 塩基から 500 塩基の配列決定を、キャピラリーの洗浄、ゲル
の充填、分離までの一連の操作を含め 60 分で完了する。キャピラリーは 4 - 96 本並列して
処理でき、60 分で最大約 46,080 塩基(480 塩基 x 96 本)配列が決定できる計算となる。 
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Figure 1-2 キャピラリーゲル電気泳動による一本鎖 DNA の分離 
分離媒体：9%直鎖状ポリアクリルアミド，泳動液：7 M 尿素を含む 0.1 M トリス-ホウ酸緩衝液
キャピラリ ：ー内径 75 μm，全長 60 cm，有効長 50 cm，電場：200 V/cm，検出：励起波長 488 nm，
蛍光波長 520 nm．ピークの上の数字は塩基数を示す． 
〔T. Manabe, N. Chen, S. Terabe, M. Yohda, I. Isao, Anal. Chem. 1994, 66, 4243-4252.〕 
 
一方、二本鎖 DNA (dsDNA)の分離では、1.0％ヒドロキシエチルセルロース(分子量
1,300,000)を分離媒体とすることで 20 塩基対から 6,000 塩基対が混合した DNA を 45 分で分
離でき、DNA の濃度に比例したピーク強度を与える(Figure 1-3)。さらに、矩形波を印加し
分離を行うパルスフィードキャピラリーゲル電気泳動[9, 10]では、15 分以内に 1,000 塩基対
から 15 万塩基対の長い DNA が 1,000 塩基対の違いで分離できる(Figure 1-4)。 いずれも場
合も、理論段数は 105 - 106と高く 30 分で 15 - 30 本の DNA ピークが観測できる。以上より、
キャピラリーゲル電気泳動は DNA の分離において高い分離能をもつことがわかる。 
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Figure 1-3 キャピラリーゲル電気泳動による二本鎖 DNA の分離 
分離媒体：1%ヒドロキシエチルセルロース(分子量 1,300,000)，泳動液：0.5 x TBE 緩衝液，200 
ng/mL エチジウムブロミド，キャピラリ ：ーポリアクリルアミドコート，内径 75 μm，全長 30 cm，
有効長 20 cm，電場：100 V/cm，検出：励起波長 488 nm，蛍光波長 612 nm．ピークの上の数字
は塩基数を示す． 
〔住友慶子，山口佳則 未発表データ〕 
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Figure 1-4 パルスフィールドキャピラリーゲル電気泳動による二本鎖 DNA の分離 
分離媒体：0.1%ヒドロキシエチルセルロース(分子量 1,300,000)，泳動液：0.5 x TBE 緩衝液，200 
ng/mL エチジウムブロミド，キャピラリ ：ーポリアクリルアミドコート，50 x 50 μm、全長 13 cm，
有効長 8 cm，印加電圧：-50 V/cm average，検出：励起波長 540 nm，蛍光波長 575 nm．ピークの
上の数字は塩基数を示す． 
〔住友慶子，山口佳則 未発表データ〕 
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また、キャピラリー電気泳動法と高感度質量分析計を組み合わせることでメタボローム
解析が可能となった。キャピラリー電気泳動-質量分析法により、枯草菌の解糖系およびTCA
サイクルのすべての中間代謝物を含む 1,692 成分の代謝物質の検出に成功し、150 成分につ
いて代謝物質名が特定された(Figure 1-5) [11, 12]。キャピラリー電気泳動-飛行時間型質量分
析法(CE-TOFMS 法)による代謝産物の分離では、1 回 30 分の分析で 2,400 種類のイオン性代
謝物のピークが得られ[13]、データ解析および既知物質の同定は 4 日で終了する。未知物質
の同定には代謝物の合成および「Articial neural networks (ANN)」や「Support vector machine 
(SVM)」などの人工知能を利用した同定法開発が進められている。メタボローム解析ではキ
ャピラリー電気泳動法の導入により、1 万種類以上あるといわれる代謝産物を網羅的に同定
する技術基盤が確立されつつある。 
 
(A) (B)
Time (min)
(a)
(b)
(c)
 
 
Figure 1-5 CE-MS を利用したメタボローム解析 
(A)CE-MS の概略図，(a)カチオン性化合物分析，(b)アニオン性化合物分析，（c）核酸と CoA
の分析，(B)枯草菌のカチオン性代謝産物の分析結果，mass range 101 - 150 m/z 
〔T. Soga, Y. Ohashi, Y. Ueno, H. Naraoka, M. Tomita, T. Nishioka, J. Proteome Res. 2003, 2, 488-494.〕 
 
 
 
 
1 章 序論 
 
8
マイクロアレイ 
マイクロアレイ分析では、1 アレイにつき数千から数万の DNA を基盤上に配置し、蛍光
標識した検体をハイブリダイゼーションさせることで特定の遺伝子の有無を網羅的に検出
可能である(Figure 1-6)。基盤に RNA から得られた cDNA を配置することで RNA の発現の
有無および RNA の発現プロファイルを作成できる。作成された発現プロファイルの比較解
析より発現変動を知ることができる。分析は、サンプルの抽出、標識化、ハイブリダイゼ
ーション、スキャン、データ解析の一連の操作からなり、1 - 3 日で完了する。マイクロア
レイ解析では、予めアレイに配置する遺伝情報と完全長 cDNA の作製[14]を必要とする欠点
があるが、発現プロファイルの比較解析において高速に多量の情報が得られる優れた手法
である。 
蛍光標識
プローブDNAをスポットしたチップ
正常2倍体
細胞DNA
腫瘍細胞DNA
ハイブリダイゼーションアッセイ
解析
画像データ
 
 
Figure 1-6 DNA マイクロアレイ 
 
二次元電気泳動 
二次元電気泳動(2D-PAGE)は、二つの分離モードを組み合わせているため一度の分析で数
百から数千種類のタンパク質の発現情報が得られる[15]。さらに 2D-PAGE を応用した
2D-DIGE 法(fluorescence two-dimensional deference gel electrophoresis)では、分析サンプルとは
異なる蛍光色素で標識したリファレンスを同時に一枚のゲルで泳動することで 2D-PAGE よ
り定量性、再現性、分析精度を向上させ、タンパク質の発現量の比較解析を可能とした(Figure 
1-7) [16-18]。また、ウエスタンブロットによるタンパク質の同定、ゲルから切り出して質量
分析による同定も可能である。2D-DIGE 法による分析では、24 x 36 cm のポリアクリルアミ
ドゲル 1 枚で 6,000 スポット検出でき、うち 2,500 遺伝子が同定できる。1 検体あたり泳動
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に 1 日、データ解析に 4 日を要する[19]。タンパク質の網羅的解析技術の中で 2D-DIGE 法
は一度に最も多くのタンパク質を分離できる手法である。泳動パターンが悪いと解析が出
来ない、定量性に乏しい、自動化が困難などの欠点も挙げられる。 
 
Figure 1-7 ゲル間の電気泳動のばらつきを補正するための工夫：2D-DIGE 法 
〔磯辺俊明，高橋信弘，プロテオーム解析マニュアル，羊土社，2004 年 3 月〕 
 
 
高速液体クロマトグラフィー(HPLC) 
液体クロマトグラフィー(LC)は、2D-PAGE と比較し、処理能力が高く、膜タンパク質な
どの不溶性タンパク質の解析も可能な自動分析法として注目されている。検出法に質量分
析(MS)を組み合わせることで、細胞や組織から分離したタンパク質またはタンパク質を消
化処理したペプチド混合物を LC で分離しながらオンラインで MS に導入し、生じた断片イ
オンの質量セットからタンパク質の同定、修飾サイトを決定する。ペプチドのアミノ酸配
列情報よりタンパク質を同定できるので、結果の信頼性が高い。分析時間 60 分にデータ解
析を含め 1 日で、試料中に含まれる 120 種類のタンパク質が自動的に同定される。一度に
分析できるタンパク数を増やすため、イオン交換 LC と逆相 LC を連結した複合型 LC シス
テム(2DLC)も開発されている[20, 21]。2DLC と高性能タンデム質量分析(MS)を組み合わせ
た分析では、分析時間 16 時間、解析時間一日で試料中に含まれる 1,000 種類のタンパク質
の同定に成功している。 
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以上に挙げた代表的な網羅的解析方法の分離能を Table 1-1 にまとめる。キャピラリー電
気泳動法は、液体クロマトブラフィーと比較しピーク容量が大きく、分離処理能力が高い
ことがわかる。従って、蛍光検出により多成分を一斉に分析し生体分子の発現プロファイ
ルを作成できると考える。作成された発現プロファイルは、マイクロアレイや二次元電気
泳動の発現プロファイルと異なり、ピークの面積から、発現した生体物質の絶対量も知る
ことができる。 
 
Table 1-1 網羅的解析手法の分離能力 
1日
(測定60分)
1回の分析120種同定タンパク質質量分析液体クロマトグラフィー
4日
(測定30分)
1回の分析2400ピーク
(既知物質に関しては同定可能)
代謝産物質量分析
蛍光
蛍光
蛍光
検出方法
5日
(泳動1日)
1-3日
60分
1検体につき
6000種スポットの発現プロファイル
うち2500種同定
1アレイにつき
数1000～10,000種の発現有無
1回の分析480塩基配列決定
(480x16=7680塩基)
タンパク質二次元電気泳動
解析時間分析できる成分数と
得られる情報
分析物質
DNAキャピラリー電気泳動
DNA
RNA
マイクロアレイ
分析手法
 
 
1.4. キャピラリーゲル電気泳動による RNA、タンパク質分析 
定量的発現プロファイルの作成に適しているキャピラリー電気泳動だが、発現の定量分
析が重要である RNA やタンパク質における分離技術が確立されていない(Table 1-2)。キャ
ピラリー電気泳動による RNA 分析については、ヒドロキシエチルセルロースを分離媒体と
して塩基数の違いにより10種類のRNAを分離した報告例がある[22]。しかし、構造解析[23]、
純度検定[24]が大半を占めており、キャピラリー電気泳動により細胞や生体組織から抽出し
た RNA を網羅的に解析した報告例はない。キャピラリー電気泳動によるタンパク質の網羅
的解析は、いくつか報告されている。支持体を詰めずに分離をおこなうキャピラリーゾー
ン電気泳動(CZE)では、ヒト血清に含まれるタンパク質のピークを 10 本検出できる[25]。ま
た、小麦に含まれる水溶性のタンパク質では、ショルダーピークも含め 30 - 40 のピークが
観測される[26, 27]。キャピラリー等電点電気泳動(CIEF)では、ヒト血清に含まれるタンパ
ク質のピーク 60 本が検出され、等電点ゲル電気泳動より高分離度であった[28]。ドデシル
硫酸ナトリウム-キャピラリーゲル電気泳動では、ヒト血清に含まれる分子量 20,000 から
700,000 のタンパク質 30 種類を分離でき、SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動の結果と
比較し、高分離度の分離が達成されている[29]。しかし、いずれの分離モードにおいても一
斉分離できるタンパク質の数は、ssDNA の結果と比較して少なく、網羅的解析には不十分
である。 
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Table 1-2 キャピラリー電気泳動による RNA、タンパク質の網羅的解析 
102)CGERNA
480CGEssDNA
ヒト血清タンパク質
ヒト血清タンパク質
小麦水溶性タンパク質
ヒト血清タンパク質
分析物質
30CGE
60CIEF
30-40CZE
10CZE
一回の泳動で
検出可能なピーク数
分離モード1 )
1) CZE:キャピラリーゾーン電気泳動、CIEF:キャピラリー等電点電気泳動、
CGE：キャピラリーゲル電気泳動
2) 網羅的解析をおこなった報告例はない  
 
一方、RNA やタンパク質は、平板ゲル電気泳動において分子篩い効果を利用した分離方
法が確立されており、タンパク質の高分離が達成されている。平板ゲル電気泳動の分離原
理は、キャピラリーゲル電気泳動の分離原理と同じであり、高分子の分子篩い効果に起因
する。また、DNA の分析においてキャピラリーゲル電気泳動が平板ゲル以上の高分離能を
示している。従って、DNA の分離技術を RNA、タンパク質の分離に応用することで、キャ
ピラリーゲル電気泳動により RNA の一塩基違いの分離や、タンパク質を数アミノ酸違いで
分離するような高分離が達成できると考えられる。 
しかし、実際に RNA、タンパク質をキャピラリーゲル電気泳動により分離すると、DNA
とは異なった泳動挙動を示す。分離媒体、泳動条件を変えずに二本鎖 DNA (dsDNA)、一本
鎖 DNA (ssDNA)、RNA を分離すると、3 種類の核酸の泳動挙動が明らかに異なる(Figure 1-8) 
[30]。キャピラリーゲル電気泳動における、分子の移動度(μ)は試料の見かけの立体的な大き
さ(ξ)と電荷の数(Q)で表される(式 1-1)。 
 
ξμ Q=   (1-1) 
 μ; 分子の移動度、ξ; 試料の立体的な大きさ、Q; 電荷の数 
 
DNA は 11 塩基対で二重らせん構造の 1 回転に値し、1 ピッチ 3.63 nm、リン酸基距離は 0.6 
nm である。100 塩基からなる核酸の全長を見積もると、dsDNA が 33 nm、ssDNA と RNA
が 60 nm である。dsDNA は ssDNA、RNA と比較し立体的に小さく、2 重らせん構造である
ためリン酸基由来の負電荷を 2 倍持つ。よって dsDNA は ssDNA や RNA より早く泳動され
る。ssDNA と RNA は化学組成として塩基が 1 種類異なることと、糖がデオキシリボースと
リボースの違いがあるが立体構造の差はほとんどなく、塩基数に対する電荷の数も等しい。
それにもかかわらず、やはり泳動挙動は異なる。泳動挙動の違いは、DNA と RNA の物理
的性質の違いに起因していると考えられる。dsDNA は剛直な高分子であり、変性した ssDNA
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は柔軟な高分子である。それに対し、RNA は変性後も一部高次構造が維持されており、硬
いリジットな構造と柔らかいフレキシブルな構造を併せ持ち、dsDNA と ssDNA の中間的な
性質を持つ。 
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Figure 1-8 キャピラリーゲル電気泳動による核酸の分離 
分離媒体：0.5%ヒドロキシエチルセルロース(分子量 438,000)，泳動液：1 x TBE 緩衝液(ssDNA，
RNA 分析には 4 M 尿素を添加)，キャピラリー：内径 50 μm，全長 22 cm，有効長 15 cm，印加
電圧：350 V/cm，検出：紫外部吸収(260 nm)．ピークの上の数字は塩基数を示す． 
〔T. I. Todorov, M. D. Morris, Electrophoresis 2002, 23, 1033-1044.〕 
 
次に、dsDNA とたんぱく質の分離を比較する(Figure 1-9)。分離可能な分子量の差に注目
すると、dsDNA は 1 塩基対の分子量を 600 Da として換算すると分子量 12,000 - 360,000(20 – 
600 bp)の範囲で分離能 12,000 (20 bp)の違いで分離できる。一方、タンパク質は分子量の比
較的小さい領域では、分子量 14,300 のリゾチームと分子量 20,100 のトリプシンインヒビタ
ーを分離できる(分子量の差 5,800)。しかし、タンパク質の分子量が大きくなるにつれ分離
能は低下し、分子量 66,400 のウシ血清アルブミンと分子量 97,200 のフォスフォリラーゼ b
の分離が限界である(分子量の差 30,800)。分析対象物質を網羅的に分析する能力を示す分析
化学的パラメーターの一つである理論段数を比較すると、DNA の分析では平均理論段数 105
であるのに対し蛋白質では平均理論段数 10４と DNA の 1/10 程度である。これは、タンパク
質のピーク幅が DNA と比較し広いことを示しており、ピーク幅が大きいとピーク容量が下
がる。これは、タンパク質を分子量の違いにより分離を行う際、ドデシル硫酸ナトリウム
(SDS)のような電荷を持つ界面活性剤により変性し、タンパク質の分子量と表面電荷の比を
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一定にしているためである。SDS とタンパク質の相互作用は、可逆であり溶液中では化学
平衡により、分子量と表面電荷の比に分布が生じる。したがって、表面電荷が一定である
DNA と比較し、タンパク質のピークはブロードになる。 
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Figure 1-9 キャピラリーゲル電気泳動による二本鎖 DNA と SDS-タンパク質の分離 
分離媒体：1.0%ヒドロキシエチルセルロース(分子量 1,300,000)，キャピラリー：内径 75 μm，全
長 30 cm，有効長 20 cm，印加電圧 100 V/cm，タンパク質検出：励起波長 488 nm，蛍光波長 520 
nm，DNA 検出：励起波長 488 nm，蛍光波長 612 nm，試料：タンパク質は 2％SDS により変性
処理し、泳動液にも 0.1％の SDS を加えた．ピーク： DNA はピークの上の数字が塩基数，タン
パク質(1)リゾチーム(分子量 14,300)，(2)トリプシンインヒビター(分子量 20,100)，(3)カーボニッ
クアンヒドラーゼ(分子量 29,000)，(4)卵白アルブミン(分子量 45,000)，(5)ウシ血清アルブミン(分
子量 66,400)，(6)フォスフォリラーゼ b (分子量 97,200)． 
〔住友慶子・山口佳則 未発表データ〕 
 
以上のことから、DNA 分析から得られた分離技術や知見を応用するだけでは、キャピラ
リーゲル電気泳動により RNA やタンパク質を網羅的に分析できないことがわかる。従って、
RNA、タンパク質にそれぞれ適した分離媒体、分離条件を探す必要がある。さらに、RNA、
タンパク質は細胞中で発現量が極端に少ないものが多数存在し、その機能発現のため高次
構造をとるといった DNA とは異なる特徴を有する。発現量が少なく、増幅できないことか
ら、分析試料の絶対量が少なく(< 1 μL)、その試料容量に適応したサンプルの抽出・精製・
変性技術と高感度検出法の開発が必要である。高次構造を形成すると、RNA、タンパク質
の見かけの大きさが分子量を反映しなくなるため、分子量と電荷の間に相関がなくなり、
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キャピラリーゲル電気泳動において分子量の違いによる分離が行わない。従って、分子量
の違いにより分離するには高次構造を壊す変性剤の開発が重要である。 
 
1.5. 研究目的 
本研究では、キャピラリーゲル電気泳動法による、RNA およびタンパク質の細胞内の位
置情報と時間情報を含めた網羅的かつ定量的解析に必要な要素技術として、検出方法の開
発、RNA の網羅的分析のための変性剤の開発、および高分子の分子篩い効果によるタンパ
ク質の分離メカニズムの解明を行った。さらに、既存の分子篩い媒体では不十分であった
広い分子量範囲の核酸、タンパク質、細胞小器官(オルガネラ)を高分解能、高感度で分離分
析する分子篩い媒体として、従来の鎖状高分子やその架橋ゲルからなる網目構造の分子篩
いとは本質的に異なる、分子の自己集合性を利用して得られたナノ構造体の分子篩い効果
について研究した。Figure 1-10 に網羅的解析にいたるまでの基本構想を示す。 
各章では、 
2 章 希土類蛍光錯体 Eu3+-p-DTBTA を用いた時間分解キャピラリー電気泳動 
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Figure 1-10 キャピラリーゲル電気泳動による網羅的解析へのアプローチ 
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2.1. 緒言 
遅延蛍光測定は、蛍光寿命の差を利用し、長寿命の蛍光だけを選択的に検出する方法で
ある。キャピラリー電気泳動の検出に遅延蛍光測定法を取り入れた時間分解キャピラリー
電気泳動では、血清や細胞抽出液(ライゼート)に含まれる蛍光物質からのバックグラウンド
蛍光を取り除くことができ、S/N 比を向上できる。生体試料であるライゼート、血清、尿に
含まれる蛍光性物質は、ビタミン、フラビン、ポルフィリン、ビリルビン、ウルブリン、
またその誘導体などであり、その蛍光寿命はピコ(10-15)からナノ(10-12)秒である。従って、
目的とする生体物質をより長い蛍光寿命をもつ標識剤で標識することで時間分解キャピラ
リー電気泳動により目的とする生体物質を選択的に検出可能となる。Miller 等は、遅延時間
60 nsecでロイシンアミノペプチターゼの働きにより生成する蛍光寿命 20 nsecの 4-メトキシ
-β-ナフチルアミンを大腸菌の上澄み、ヒト血清、ヒト尿中で検出することに成功した[1]。
Soper 等は、近赤外時間相関単一光子測定法によりオンライン蛍光寿命測定を行う時間分解
キャピラリー電気泳動法を開発し、蛍光寿命が数百 psec の近赤外領域に吸収を持つ蛍光色
素で標識した DNA を、蛍光寿命を測定することで検出した[2-4]。同様の測定法により、Sauer
らは蛍光寿命数 nsec の多種類の有機蛍光色素を利用し、時間分解 DNA シークエンスおよび
時間分解 DNA マイクロアレイキャピラリー電気泳動に成功した[5, 6]。この方法は、オンラ
イン蛍光寿命測定から得られる蛍光減衰曲線から蛍光寿命を算出する。蛍光寿命が色素に
固有の値であることを利用し、時間軸に沿って含まれる蛍光色素を同定する。従って、使
用する蛍光標識剤の蛍光寿命が数百 psec から数 nsec の場合、時間分解の分解能が数百 psec
以下の検出系と蛍光寿命測定を達成する技術が必要である。加えて、一般的な生体物質の
標識剤である有機蛍光色素の蛍光寿命はピコ(10-15)からナノ(10-12)秒であり、血清やライゼ
ートに含まれる生体中の蛍光物質の蛍光寿命と重なるため、遅延蛍光測定により検出した
目的とする生体物質の蛍光には生体物質からのバックグラウンド蛍光が含まれている。 
希土類蛍光錯体は、マイクロ(10-6)からミリ(10-3)秒の蛍光寿命を持つことから、生体試料
分析における蛍光標識剤として注目されている。三価希土類イオンの中で、サマリウム(Sm)、
ユウロピウム(Eu)、テルビウム(Tb)、ジスプロシウム(Dy)は、β-ジケトン類、複素環式芳香
族からなるクリプタンド、ポリカルボン酸を有する複素環芳香族アミン類と錯形成し、金
属イオン由来の強い蛍光を発する[7-13]。希土類蛍光錯体は、蛍光寿命が長く(μsec - msec)、
ストークスシフトが 200 nm 以上、半値幅 10 - 20 nm のシャープな発光ピークを与える特徴
を有する。これらの特徴は、希土類蛍光錯体の励起が配位子に由来し、配位子の励起三重
項 T1 から金属イオンへのエネルギー移動により金属由来の蛍光が発せられることに起因す
る。希土類蛍光錯体の蛍光寿命が長く、ストークスシフトが大きいことから、マイクロ秒
オーダーの遅延時間蛍光測定法と組み合わせることで、蛍光寿命の短いバッググランド蛍
光を完全に取り除き目的とする蛍光寿命の長い希土類蛍光錯体の蛍光を選択的に検出でき、
S/N を向上できる。希土類蛍光錯体を標識剤とした生体試料分析法には、直接標識法[14, 15]、
DELFIA システム(Dissociation-Enhanced Lanthanide Fluorescence Immunoassay : DELFIA)[16]、
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EALL 法 (Enzyme-Amplified Lanthanide Luminescence : EALL)[17]、時間分解 FRET 法
(Fluorescence Resonance Energy Transfer : FRET)[12]などがあり、いずれの方法もタンパク質
の検出に利用されている。しかし、希土類イオンに強く配位するエチレンジアミン四酢酸
(Ethylenediaminetetraacetic acid : EDTA)、リン酸、クエン酸を含む緩衝液中での分析、リン酸
基を有する核酸への標識および検出における中心金属イオンの解離および熱による配位子
の分解による消光が問題となった。 
希土類蛍光錯体が、生体分子を分析する溶液中で不安定であることを改善した、
{2,2’,2’’,2’’’-{4’-{[(4,6-dichloro-1,3,5-triazyin-2-yl)amino]biphenyl-4-yl}-2,2’:6’,2’’-terpyridine-6,6
’’-diyl}bis(methylenenitrilo)}tetrakis(acetato)}europium(III) (DTBTA-Eu3+)の合成に成功した[18]。
DTBTA-Eu3+はユウロピウムイオンとの会合定数が 1025 M-1 と大きく、熱に安定で、EDTA
を含む緩衝液およびリン酸緩衝液や、高電圧印加(500 V/cm)により消光しない[18]。しかし、
合成した DTBTA-Eu3+ は、高速液体クロマトグラフィー (High-Performance Liquid 
Chromatography : HPLC)分析において複数本のピークを与え、生体分子と結合する反応活性
部位であるジクロロトリアジル基がフェニル基のオルト位(o-)、メタ位(m-)、パラ位(p-)に導
入された構造異性体、活性基を持たない{2,2’,2’’,2’’’-{4’-biphenyl-4-yl}-2,2’:6’,2’’-terpyridine- 
6,6’’-diyl}bis(methylenenitrilo)}tetrakis(acetato)}europium(III) (BTTA-Eu3+)が含まれていること
が明らかとなった。このような構造異性体の存在は、標識した生体分子の HPLC やキャピ
ラリー電気泳動といった分離分析の結果を複雑にし、解析を難しくする。さらに、BTTA-Eu3+
が存在することで標識率が下がるためタンパク質への標識は可能だが、DNA への標識は困
難であった。そのため DNA の検出にはストレプトアビジンを標識化し、ビオチンーアビジ
ン相互作用を利用して分析を行う方法が取られている[19]。 
そこで、筆者は希土類標識剤の合成手法を工夫し、ジクロロトリアジル基をフェニル基
のパラ位にのみ導入した{2,2’,2’’,2’’’-{4’-{[(4,6-dichloro-1,3,5-triazyin-2-yl)-4’-amino]biphenyl- 
4-yl}-2,2’:6’,2’’-terpyridine-6,6’’-diyl}bis(methylenenitrilo)tetrakis(acetato)}europium(III) (Eu3+-pa 
ra(p)-DTBTA) (Figure 2-1)を合成し、DNA への直接標識に成功した。DNA への直接標識では、
DNA と Eu3+-p-DTBTA を共有結合的に標識するため、ジメチルスルホキシド(Dimethyl 
sulfoxide : DMSO)と緩衝液の混合溶媒中で標識化反応を行い、Eu3+-p-DTBTA の凝集体の形
成を抑制することで DNA への標識化効率を上げた。タンパク質への標識は、タンパク質が
Eu3+-p-DTBTA と疎水的に相互作用することから緩衝溶液中で疎水結合により標識を行った。
ドデシル硫酸ナトリウム(SDS)-時間分解キャピラリー電気泳動により、仔牛胎児血清中にお
いて Eu3+-p-DTBTA 標識タンパク質 8 種類の分離、検出に成功した。Eu3+-p-DTBTA 標識 DNA
を用い、仔牛胎児血清中において時間分解キャピラリーハイブリダイゼーションアッセイ
に成功し、c-Ha-ras 遺伝子の点突然変異の検出に成功した。 
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Figure 2-1 Eu3+-p-DTBTA 
 
 
2.2. 装置・方法 
2.2.1. 時間分解キャピラリー電気泳動装置 
時間分解キャピラリー電気泳動装置のシステムの概要図を Figure 2-2 に示す。高電圧装置
は、0 - 25 kV DC power supply (HSR-25P、松定プレシジョン株式会社)を使用し、電極は白金
電極によりキャピラリーの両端に電圧を印加した。励起光源は 15 W Xenon flash lamp(浜松
ホトニクス株式会社)を使用し、周波数 500 Hz でパルス発光させた。Xenon flash lamp から
発光された光は 350 nm の band pass filter を通過後 1 μW/cm2 の強度でキャピラリーに照射さ
れ、キャピラリー内部を流れる希土類蛍光標識剤を励起する。希土類蛍光標識剤で標識さ
れた生体物質からの発光は、励起から 100 μsec の遅延ののち、100 - 1800 μsec の時間におけ
る蛍光を積分して 615 nm のバンドバスフィルターを通し、光子計数光電子増倍管(Photon 
Counting Photomultiplier Tube : PMT)で検出した。 
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Figure 2-2 時間分解キャピラリー電気泳動装置 
 
 
2.2.2. Eu3+-p-DTBTA の合成と蛍光特性 
ジクロロトリアジル基をパラ位に持つ希土類蛍光錯体 Eu3+-p-DTBTA の合成は、Figure 2-3
に示す合成経路でおこなった。合成方法の詳細は、別頁付録に示す。合成した Eu3+-p-DTBTA
を 10 mM Tris-HCl 緩衝液 pH 8.0 に溶解し、濃度 1.25 x 10-4 M に調整後、V-550 
spectrophotometer (Jasco, Tokyo, Japan)により吸収スペクトルを測定した。励起スペクトルお
よび蛍光スペクトルは 10 mM Tris-HCl 緩衝液 pH 8.0 に溶解し濃度を 1.0 x 10-6 M として
FP-6500 spectrofluorometer (Jasco, Tokyo, Japan)により測定した。Eu3+-p-DTBTA の蛍光寿命は、
時間相関単一光子計測法を利用した蛍光寿命測定装置 Horiba Jobin Yvon Fluorocube (Horiba, 
Tokyo, Japan)により測定し、蛍光量子収率は絶対 PL 量子収率測定装置 C9920-02 (Hamamatsu 
Photonics, Hamamatsu, Japan)による絶対発光量子収率測定法で求めた。 
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Figure 2-3 Eu3+-p-DTBTA の合成 
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2.2.3. タンパク質の標識 
電気泳動用のマーカータンパク質であるリゾチーム(分子量 14,200)、β-ラクトグロブリン
(分子量 18,300)、トリプシンインヒビター(分子量 20,100)、トリプシノーゲン(分子量 24,000)、
カーボニックアンヒドラーゼ(分子量 29,000)、卵白アルブミン(分子量 45,000)、ウシ血清ア
ルブミン(分子量 66,000)、ミオシン(分子量 205,000)を Sigma (St Louis, MO, USA)から購入し、
100 mM 炭酸緩衝液 pH 9.1 に溶解しそれぞれ 0.2% (w/v)に調整した。合成した Eu3+-p-DTBTA
は 100 mM 炭酸緩衝液 pH 9.1 に溶解し 0.1% (w/v)に調整した。0.2% (w/v)タンパク質 50 μL、
0.1% (w/v) Eu3+-p-DTBTA 50 μL (タンパク質 : Eu3+-p-DTBTA = 2 : 1(w/w))を混合し室温で 3
時間緩やかに攪拌した。標識化後、100 mM Tris-HCl pH 7.5 150 mM NaCl 緩衝液で平衡化し
た Sephadex G-25 Medium(GE Healthcare Bio-Science Corp., Piscataway, NJ, USA)で未反応の
Eu3+-p-DTBTA を取り除き、Eu3+-p-DTBTA 標識タンパク質 8 種類を得た。 
 
2.2.4. DNA の標識 
標識する DNA は、以下に示す配列の合成オリゴヌクレオチドを Sigma Genosis (Sapporo, 
Japan)から購入した。 
5’-C6 aminolinker-TGGATGGTCAGCGCACTCTTGCCCACACCGCCGGCGCCCACCACCAC
CAGCTTATATTCCGTC-3’ (63-mer)  
5’末端に C6 アミノリンカーを有する一本鎖 DNA (ssDNA)水溶液(100 μM) 8 μL、DMSO に
溶解した 2 mM Eu3+-p-DTBTA 8 μL、500 mM 炭酸緩衝液 pH 9.1 4 μL を混合し(DMSO : 
炭酸緩衝液 = 2 : 3 (v/v))室温で一昼夜攪拌し、ssDNA の 5’末端のアミノ基に Eu3+-p-DTBT
A が共有結合した Eu3+-p-DTBTA 標識 ssDNA を得た。標識化後、過剰量の Eu3+-p-DTBTA を
取り除くため、80 pmol の ssDNA を含む反応溶液 2 μL を Microcon YM-10 (Millipore, Bill
erica, MA, USA)で精製し、未反応の Eu3+-p-DTBTA の有無を時間分解キャピラリーゲル電
気泳動によって確認した。 
Eu3+-p-DTBTA の粒子径は、動的光散乱(Dynamic Light Scattering : DLS)により算出した。
動的光散乱は、Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, England, UK)により
測定温度 25 ºC で測定した。測定試料は 100 mM 炭酸緩衝液 pH 9.1 に溶解した濃度 0.8 mM、
0.2 mM、0.08 mM の Eu3+-p-DTBTA 溶液と、100 mM 炭酸緩衝液 pH 9.1 と DMSO の混合溶
媒(DMSO : 炭酸緩衝液 = 2 : 3 (v/v))に溶解した 0.8 mM Eu3+-p-DTBTA 溶液とし、測定前に
細孔サイズ 0.2 μm のフィルター(Millipore, Billerica, MA, USA)でろ過した。DLS 解析に用い
た溶媒の屈折率は ABBE Refractmeter DR-A1 (ATAGO Co., Ltd., Itabashi-ku, Tokyo, Japan)によ
り測定し、粘度測定には VILASTIC V-E type viscoelastimeter system (Vilastic Scientific, Inc., 
Austin, TX, USA)を用いた。 
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2.2.5. SDS-時間分解キャピラリー電気泳動 
Eu3+-p-DTBTA で標識化した 8 種類のタンパク質を各 10 μL (計 100 μL)、仔牛胎児血清 50 
μL、350 mM 1,4-ジチオスレイトール(1,4-Dithiothreitol : DTT)を含む Laemmli sample buffer 
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)150 μL 混合し 95 °C で 5 min 加熱変性し調整した。時間分解蛍
光測定は励起波長 350 nm、検出波長 615 nm、励起パルス間隔 2 msec、遅延時間 100 μsec、
積算時間 1.8 msec の条件で行った。全長 40 cm、有効長 20 cm、内径 75 μm の溶融石英ガラ
スキャピラリーを使用した。電気浸透流の発生を抑えるためポリアクリルアミドにより内
壁処理を施した。10 x Tris/glycine/SDS 緩衝液 pH 8.3 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)を 10 倍に
希釈し、泳動液 1 x Tris/glycine/SDS 緩衝液(25 mM Tris, 192 mM glycine, 0.1%SDS, pH 8.3)を
調整した。分子量 90,000 のヒドロキシエチルセルロース(HEC) (Sigma, St Louis, MO, USA)
を泳動液(1 x Tris/glycine/SDS 緩衝液)に加え一日攪拌して完全に溶解し、分離媒体である
7.5% (w/w) HEC 溶液を調整した。調整した HEC 溶液は、シリンジを用いてキャピラリーに
充填した。サンプルは 2,000 V で 10 秒電圧を印加して陰極より導入し、電場 100 V/cm で分
離した。キャピラリーは測定ごとに内部を洗浄し、HEC 溶液を充填した。 
 
2.2.6. 時間分解キャピラリーハイブリダイゼーションアッセイ 
Eu3+-p-DTBTA を 5’末端に直接標識化した一本鎖 DNA(プローブ ssDNA1)を用いた時間分
解キャピラリーハイブリダイゼーションアッセイでは、プローブ ssDNA1 と相補的配列が存
在するとハイブリダイゼーション産物である二本鎖 DNA(dsDNA)のピークが現れる。通常、
時間分解キャピラリーハイブリダイゼーションアッセイでは dsDNA を形成しなかったプロ
ーブ ssDNA1 を取り除く洗浄操作がない。よって、プローブ ssDNA1 が過剰な場合、電気泳
動図には dsDNA のピークとプローブ ssDNA1 のピークが同時に観測され、プローブ ssDNA1
が少ない場合 dsDNA のピークのみ観測される。相補的配列が存在しない場合は、ハイブリ
ダイゼーション産物である dsDNA のピークは観測されず、プローブ ssDNA1 のピークのみ
が観測される(Figure 2-4)。各 ssDNA の配列は以下のとおりであり、プローブ ssDNA1 の相
補鎖 DNA2 と非相補鎖 DNA3 は、Sigma Genosis (Sapporo, Japan)から購入した。 
5’- Eu3+-p-DTBTA-C6 aminolinker-TGGATGGTCAGCGCACTCTTGCCCACACCGCCGGCGC
CCACCACCACCAGCTTATATTCCGTC-3’ (63-mer) (プローブ ssDNA1) 
5’-GACGGAATATAAGCTGGTGGTGGTGGGCGCCGGCGGTGTGGGCAAGAGTGCGCTGAC
CATCCA-3’ (63-mer) (DNA2) 
5’-CTAGTAATTCGATAAGCAGGTATAATGCATCAGATAACTTAGATTAATCTATCCTCTGAA
ATA-3’ (63-mer) (DNA3) 
試料調整や泳動液には 1 M Tris-HCl 緩衝液 pH 8.0、1 M Tris-HCl 緩衝液 pH 7.5 と 10 x Tris 
borate EDTA(TBE)緩衝液 pH 8.3(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)を希釈し使用した。プローブ
DNA1 と相補的配列の ssDNA2、非相補的配列の ssDNA3 を 10 mM Tris-HCl 緩衝液 pH 8.0
に溶解し、それぞれ 10 μM に調整した。1.0 μL の Eu3+-p-DTBTA を標識したプローブ ssDNA1
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と 2.66 μL の 10 mM Tris-HCl 緩衝液 pH 8.0 を混合し、相補鎖 ssDNA2(10 μM, 1.34 μL)、非相
補鎖 ssDNA3(10 μM, 1.34 μL)、ブランクとして超純水(1.34 μL)をそれぞれ加え、全量 5 μL に
した 3 種類の DNA 溶液を準備した。これらの DNA 溶液を 95 °C 10 min、55 °C 15 min 加熱
処理し、時間分解キャピラリーゲル電気泳動分析を行った。仔牛胎児血清中での分析サン
プルは、10 mM Tris-HCl 緩衝液 2.66 μL の代わりに Tris-HCl 緩衝液 1.66 μL と血清 1.00 μL
を加えた。 
アミノリンカーssDNA; 
プローブssDNA (1);
相補鎖 ssDNA (2);
非相補鎖 ssDNA (3);
5’-NH2-(CH2)6-TGGATGGTCAGCGCACTCTTGCCCACACCGCCGGCGCCCACCACCACCAGCTTATATTCCGTC-3’ (63 mer)
5’-Eu3+-p-DTBTA-NH-(CH2)6-TGGATGGTCAGCGCACTCTTGCCCACACCGCCGGCGCCCACCACCACCAGCTTATATTCCGTC-3’ (63 mer)
5’-GACGGAATATAAGCTGGTGGTGGTGGGCGCCGGCGGTGTGGGCAAGAGTGCGCTGACCATCCA-3’ (63 mer)
5’-CTAGTAATTCGATAAGCAGGTATAATGCATCAGATAACTTAGATTAATCTATCCTCTGAAATA-3’ (63 mer)  
プローブssDNA (1)
Eu3+-p-DTBTA
相補鎖ssDNA (2)
非相補鎖ssDNA (3)
アミノリンカー
ssDNA
標識化 ハイブリダイゼーション
時間分解
キャピラリー
電気泳動
Electropherogram
Probe DNA (1)
(ssDNA)
Hybridized 
product (dsDNA)
Probe DNA (1)
(ssDNA)
 
 
Figure 2-4 時間分解キャピラリーハイブリダイゼーションアッセイ原理 
 
 
時間分解蛍光測定は、励起波長 350 nm、検出波長 615 nm、励起パルス間隔 2 msec、遅延
時間 100 μsec、積算時間 1.8 msec の条件で行った。全長 35 cm、有効長 20 cm、内径 75 μm
の溶融石英ガラスキャピラリーを使用した。電気浸透流の発生を抑えるためポリアクリル
アミドによって内壁処理を施した。時間分解キャピラリーゲル電気泳動の分離媒体である
1.5% (w/v) HEC(分子量 250,000)は、HEC(Sigma, St Louis, MO, USA)を 500 ng/mL エチジウム
ブロミドを含む 0.5 x TBE 緩衝液(44.5 mM Tris borate, 1 mM EDTA, pH 8.3)に加え一日攪拌し
て完全に溶解させ調整し、シリンジでキャピラリーに充填した。サンプルは 3,500 V で 10
秒電圧を印加して陰極より導入し、電場 100 V/cm で分離した。キャピラリーは測定ごとに
内部を洗浄し、HEC 溶液を充填した。 
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2.2.7. Eu3+-p-DTBTA 標識 DNA による一塩基多型検出 
ポリメラーゼ連鎖反応(Polymerase Chain Reaction : PCR)によって c-Ha-ras 遺伝子の
codon12 にミスセンス変異を持つ 7 種類のターゲット DNA を作製した(Table 2-1)。
5’-GACGGAATATAAGCTGGTGG-3’ (forward)と 5’-TGGATGGTCAGCGCACTCTT-3’ (reverse)
をプライマーとし、c-Ha-ras gene codon12 template set (Takara Bio Inc., Otsu, Japan)により PCR
反応を行った。PCR 反応溶液は、1 mM 塩化マグネシウム、4 種類のデオキシヌクレオシド
三リン酸各 0.2 mM、1.0 U KOD-plus- DNA ポリメラーゼ(TOYOBO, Tokyo, Japan)、プライマ
ー各 0.5 μM、増幅対象 DNA 1 ng を混合し全量 50 μL とした。この反応溶液を、94 °C 2 min
加熱後、94 °C 15 sec、68 °C 1 min を 40 サイクル行い、 最後 68 °C 1 min おいた。PCR 反応
物は Microcon YM-10 (Millipore, Billerica, MA, USA)で精製し、紫外可視吸収スペクトル(Nano 
Drop)を用いて濃度を決定した。得られた PCR 産物 13.4 pmol をそれぞれ Eu3+-p-DTBTA で
標識したプローブ ssDNA1(1 μL)、100 mM Tris-HCl 緩衝液 pH 8.0(2.63 μL)と混合し全量 6 μL
にした。調整した DNA 溶液は、80 °C で 1 時間インキュベーションした後、時間分解キャ
ピラリー電気泳動により分析した。時間分解キャピラリーゲル電気泳動の条件は 2.2.6.に記
載した条件と同じである。 
 
Table 2-1 一塩基多型検出ターゲット DNA 配列 
 
Sequence of target DNA (total 63 mer) 
 
 
Encoded amino acid 
d (GTC GGC GCC GGC CCT GTG GG) Gly (Wild type) 
d (GTC GGC GCC CGC CCT GTG GG) Arg 
d (GTC GGC GCC AGC CCT GTG GG) Ser 
d (GTC GGC GCC TGC CCT GTG GG) Cys 
d (GTC GGC GCC GAC CCT GTG GG) Asp 
d (GTC GGC GCC GCC CCT GTG GG) Ala 
d (GTC GGC GCC GTC CCT GTG GG) Val 
  
 
2.3. 結果・考察 
2.3.1. Eu3+-p-DTBTA の合成 
ジクロロトリアジル基をフェニル基のパラ位に持つ Eu3+-p-DTBTA を Figure 2-3 に示す合
成経路で合成した。通常のテルピリジン骨格を有する配位子合成では、テルピリジン骨格
を合成した後、テルピリジンの 4’位の炭素に導入された芳香族環をニトロ化またはハロゲ
ン化し、反応活性部位を導入する。その際、目的とする化合物と同時に構造異性体が生成
し、分離する必要がある。しかし、この合成経路で DTBTA 配位子を合成すると生成する構
造異性体の分離が難しい。そこで、Eu3+-p-DTBTA の合成では、合成の第一段階において 4-
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フェニルベンズアルデヒドをニトロ化した。この反応では、収率 50.1%で 4’-ニトロ-4-フェ
ニルベンズアルデヒド(1)のみを得ることでき、最終的に構造異性体が生成することなく目
的とする Eu3+-p-DTBTA のみを選択的に合成した。ユウロピウムイオンの配位子 9 まで全収
率 1.32%で合成し、中間生成物質は１H NMR により同定した。配位子 9 は収率 93.8％でユウ
ロピウム錯体 10 を形成し、錯体 10 にジクロロトリアジル基を反応させ 11(Eu3+-p-DTBTA)
を得た(収率64.0％)。化合物10、11はESI-MSにより同定し、分子イオンピークとして[M+Na+]
を検出し、同位体分布も計算値に一致した。合成した Eu3+-p-DTBTA の HPLC 分析では 20.5 
min に Eu3+-p-DTBTA に由来するピークのみを検出し、DTBTA-Eu3+で観測された 22.4 min
と 23.3 min 構造異性体のピークおよび BTTA-Eu3+に由来する 28.7 min のピークは観測され
なかった(Figure 2-5)。これにより、Eu3+-p-DTBTA が単一の構造であることを確認した。 
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Figure 2-5 Eu3+-p-DTBTA および DTBTA-Eu3+の HPLC 分析 
カラム：XTerra MS C18 4.6 x 50 mm (Waters, USA)，溶離液：1.トリエチルアミン酢酸 pH 7.0，2.
アセトニトリル，グラジエント 95% (0 - 2 min)，95%→55% (2 - 40 min)，流速：0.6 mL/min，カ
ラム温度：40 °C，検出：励起波長 340 nm，蛍光波長 615 nm． 
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2.3.2. Eu3+-p-DTBTA の蛍光特性 
合成した Eu3+-p-DTBTA の吸収、励起、蛍光スペクトル測定した(Figure 2-6)。335 nm にお
けるモル吸光係数は 1.6 x 104 cm-1M-1で、励起極大、蛍光極大はそれぞれ 335 nm と 615 nm
であった。吸収スペクトルと励起スペクトルは良い一致を示し、ユウロピウムイオン 4f - 4f
遷移に由来する蛍光スペクトルが観測された。従って、Eu3+-p-DTBTA は、配位子が紫外光
を吸収し、配位子の一重項励起状態からから系間交差を経て三重項状態へとエネルギー移
動し、さらにユウロピウムイオンの励起状態へエネルギー移動が起こる Absorption Energy 
Transfer Emission Process により発光しているといえる。 
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Figure 2-6 Eu3+-p-DTBTA 吸収スペクトル(A)，励起・蛍光スペクトル(B) 
(A)[Eu3+-p-DTBTA] = 1.25 x 10-4 M 溶媒：10 mM Tris-HCl 緩衝液 pH 8.0，(B)[Eu3+-p-DTBTA] = 1.25 
x 10-5 M 溶媒：10 mM Tris-HCl 緩衝液 pH 8.0，励起極大 335 nm，蛍光極大 615 nm． 
2 章 希土類蛍光錯体 Eu3+-p-DTBTA を用いた時間分解キャピラリー電気泳動 
 
 
29
 
合成した Eu3+-p-DTBTA、生体分子分析に一般的に用いられる有機蛍光色素である
Cy3-UTP やフルオロセイン、ライゼート、血清の蛍光寿命をそれぞれ時間相関単一光子測
定法により測定した(Figure 2-7、Table 2-2)。Cy3-UTP と血清、ライゼートの減衰曲線は重な
っており、Cy3-UTP は 25 nsec、血清、ライゼートは 30 nsec で蛍光が観測できなくなる。そ
れに対し、Eu3+-p-DTBTA 蛍光は、Cy3-UTP、血清、ライゼートの蛍光が観測されなくなっ
た後も発光し、励起してから 5 msec まで蛍光が観測される(Figure 2-7)。得られた減衰曲線
から蛍光寿命を計算すると(Table 2-2)、有機蛍光色素の蛍光寿命は平均 0.32 - 4.0 nsec、血清、
ライゼートの平均蛍光寿命は 3.8 - 5.0 nsec であるのに対し、Eu3+-p-DTBTA の蛍光寿命は 1.2 
msec であり、有機蛍光色素の 105 倍蛍光寿命が長かった。これより、マイクロ秒オーダー
の遅延時間をとることで、血清、ライゼートに含まれる蛍光物質からの蛍光を取り除き、
目的とする Eu3+-p-DTBTA の蛍光を観測できることがわかった。蛍光量子収率は絶対発光量
子収率測定法より 9.9％であった。Eu3+-p-DTBTA の蛍光特性は Table 2-3 にまとめる。 
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Figure 2-7 蛍光減衰曲線 
測定機器：HORIBA JOBIN YVON 製，蛍光寿命測定装置：FluoroCube，測定原理：時間相関単一
光子計測法(TCSPC)，溶媒：10 mM Tris-HCl 緩衝液 pH 8.0． 
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Table 2-2 蛍光寿命 
化合物 濃度 測定波長
（Ex, Em)
平均蛍光寿命 (nsec)
Cy3-UTP
Fluorescein
血清
ライゼート
Eu3+-p-DTBTA
1.0 x 10-6 (M)
1.0 x 10-6 (M)
1/300 希釈
1.0 x 10-6 (M)
495, 570
495, 670
277, 345
280, 336
335, 615
0.32
4.0
5.0
3.8
1,190,000
*10 mM Trsi-HCl緩衝液 pH 8.0  
 
Table 2-3 Eu3+-p-DTBTA 蛍光特性 
励起極大
(λem,max, nm)
平均蛍光寿命
(τ, ms)
Eu3+-p-DTBTA*
蛍光極大
(λem,max, nm)
モル吸光係数
(ε、cm-1M-1)
蛍光量子収率
(φ)
*10 mM Trsi-HCl緩衝液 pH8.0
335 1.6x104 615 0.099 1.2
 
2.3.3. タンパク質、核酸への標識化反応 
Eu3+-p-DTBTA のジクロロトリアジル基と一級アミンの反応を利用し、タンパク質の N 末
端およびリシンの側鎖である 4-アミノブチル基、5’末端に C6 アミノリンカーを有する DNA
と共有結合により Eu3+-p-DTBTA の標識を試みた。タンパク質および DNA を pH 9.1 の炭酸
緩衝液中で Eu3+-p-DTBTA と反応させたところ、タンパク質は高収率で Eu3+-p-DTBTA 標識
化タンパク質が得られた。しかし、DNA は全く反応が進行せず未反応の Eu3+-p-DTBTA が
回収された。そこで、タンパク質と DNA に対する Eu3+-p-DTBTA の反応性が異なる原因を
明らかとし、DNA の標識化反応条件を確立した。 
生体分子と共有結合を形成できない BTTA-Eu3+をタンパク質に加え、Eu3+-p-DTBTA の標
識反応と同様の操作を行った。すると、Eu3+-p-DTBTA より反応効率は下がるが、蛍光標識
されたタンパク質が得られた。BTTA-Eu3+は、タンパク質に対して共有結合を形成する反応
活性基を持たないことから、タンパク質に疎水的に結合していると考えられる。標識剤が
疎水的に結合した BTTA-Eu3+標識ウシ血清アルブミン(BSA)を SDS で変性し、キャピラリー
ゲル電気泳動を行ったところ、単一のピークが観測され、ピークの泳動時間は Eu3+-p-DTBTA
で標識したウシ血清アルブミンの泳動時間と一致した。これより、大部分の Eu3+-p-DTBTA
は BTTA-Eu3+と同様にタンパク質に疎水的に結合していると考えられる。Eu3+-p-DTBTA ま
たは BTTA-Eu3+が疎水的に結合したタンパク質は、SDS による変性後も蛍光を保持してい
ることから、標識剤はタンパクに対してミセル状に結合していると推測した。 
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Eu3+-p-DTBTA ミセルの形成を確認するため、Eu3+-p-DTBTA の動的光散乱を測定した。標
識反応の溶媒である炭酸緩衝液に溶解した 0.8 mM Eu3+-p-DTBTA 溶液の DLS 測定を行った
ところ、粒子径 243 nm にピークが観測された(Figure 2-8A)。次に、Eu3+-p-DTBTA の濃度を
0.8 mM から 0.08 mM まで変化させ、DLS 測定を行ったところ、Eu3+-p-DTBTA の濃度の減
少に伴い、緩和時間 1000 μsec に観測された粒子径 243 nm に由来する緩和過程が観測され
なくなった(Figure 2-8B)。粒子径 243 nm の分子の形成が濃度に依存していることから、炭
酸緩衝液中で Eu3+-p-DTBTA は粒子径 243 nm の凝集体を形成していることが示唆された。
さらに、炭酸緩衝液とジメチルスルホキシド(DMSO)の混合溶媒中 DLS 測定を行うと、緩和
時間 1000 μsec の緩和過程が観測されなかった(Figure 2-8C)。従って、この凝集体は、
Eu3+-p-DTBTA の疎水部である芳香族環を内側に親水性のカルボキシル基を外側にしたミセ
ルあるいはベシクル状の凝集体あることが示唆された。 
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Figure 2-8 Eu3+-p-DTBTA の動的光散乱測定 
(A)[Eu3+-p-DTBTA] = 0.8 mM，溶媒：100ｍM 炭酸緩衝液 pH9.1 (B)溶媒：100 mM 炭酸緩衝液 pH 
9.1，(C)[Eu3+-p-DTBTA] = 0.8 mM． 
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凝集体を形成しているEu3+-p-DTBTAは生体物質との反応活性部位であるジクロロトリア
ジル基が内側に位置するため、共有結合により標識される効率が下がる。そのため、
Eu3+-p-DTBTA と疎水的な結合を形成するタンパク質は反応が進行するが、共有結合を形成
しないと標識できない DNA では反応が進行しなかったと考えられる。DLS の結果より、
DMSO と炭酸緩衝液 2 : 3 (v/v)の混合溶媒中では Eu3+-p-DTBTA は凝集体を形成しないこと
がわかる(Figure 2-8C)。そこで、DMSO と炭酸緩衝液 2 : 3 (v/v)の混合溶媒中で DNA の標識
反応を行い、Eu3+-p-DTBTA を DNA に標識することに成功した。Eu3+-p-DTBTA 標識 DNA
の生成は、時間分解キャピラリー電気泳動により確認した(Figure 2-9)。泳動時間 15 分のピ
ークが Eu3+-p-DTBTA 標識 DNA のものであり、その他のピークは Eu3+-p-DTBTA のみを泳
動して得られるピークと重なっていることから、未反応の Eu3+-p-DTBTA 由来である。
Eu3+-p-DTBTA は凝集体を形成するため多数のピークが観測されると考えられる。以下に述
べる時間分解キャピラリー電気泳動では、炭酸溶液中で Eu3+-p-DTBTA と反応させて得られ
た Eu3+-p-DTBTA 標識タンパク質と、炭酸緩衝液 2 : 3(v/v)の混合溶媒中で Eu3+-p-DTBTA と
反応させて得られた Eu3+-p-DTBTA 標識 DNA を利用した。 
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Figure 2-9 Eu3+-p-DTBTA 標識 DNA の時間分解キャピラリーゲル電気泳動 
分離媒体：1.5％ヒドロキシエチルセルロース(分子量 250,000)，泳動液：0.5 x TBE 緩衝液 pH8.3，
4 M 尿素，500 ng/mL エチジウムブロミド，キャピラリー：ポリアクリルアミドコート，全長 35 
cm，有効長 20 cm，内径 75 μm，試料導入： 3,500 V (10 sec)，電場：100 V/cm，検出：励起波長
350 nm，蛍光波長 615 nm，遅延時間 100 μsec，積算時間 1.8 msec，試料溶液：4 M 尿素により変
性処理． 
 
2.3.4. SDS-時間分解キャピラリー電気泳動 
実際の生体試料を測定するため、仔牛胎児血清を SDS で処理し、遅延時間 0 μsec と 100 
μsec の条件で電気泳動を行った(Figure 2-10)。時間分解測定させない場合、30 分から 45 分
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にかけて 350 nm 励起 615 nm 検出にもかかわらず血清からの蛍光が観測された。一方、遅
延時間 100 μsec の時間分解測定を行うと、血清からの蛍光は観測されなかった。よって、
マイクロ秒オーダーの時間分解キャピラリー電気泳動は、血清からの蛍光の影響を受ける
ことなく分析できることが示された。 
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Figure 2-10 時間分解検出によるバックグラウンド回避 
分離媒体：5％ヒドロキシエチルセルロース(分子量 90,000)，泳動液：1 x Tris/glycine/SDS 緩衝液
pH 8.3，キャピラリー：ポリアクリルアミドコート，全長 40 cm，有効長 20 cm，内径 75 μm，試
料導入： 2,000 V (30 sec)，電場：100 V/cm，検出：励起波長 350 nm，蛍光波長 615 nm，遅延時
間 100 μsec，積算時間 1.8 msec，試料溶液：350 mM DTT，0.2%SDS 溶液により 95°C，5 min 変
性処理した仔牛胎児血清． 
 
8 種類のタンパク質、リゾチーム(分子量 14,200)、β-ラクトグロブリン(分子量 18,300)、ト
リプシンインヒビター(分子量 20,100)、トリプシノーゲン(分子量 24,000)、カーボニックア
ンヒドラーゼ(分子量 29,000)、卵白アルブミン(分子量 45,000)、ウシ血清アルブミン(分子量
66,000)、ミオシン(分子量 205,000)を Eu3+-p-DTBTA で標識し、時間分解キャピラリー電気泳
動により分離した。標識したタンパク質に仔牛胎児血清を混合し SDS により変性後、遅延
時間 100 μsec の時間分解キャピラリー電気泳動を行ったところ、血清からのバックグラウ
ンド蛍光の影響を受けずに 8 種類のタンパク質を分離、検出できた(Figure 2-11A)。タンパ
ク質の分子量を横軸に、移動度を縦軸にして表すと分子量 18,300 から 66,000 までの範囲で
良い直線性が得られ、Eu3+-p-DTBTA を標識化したタンパク質は分子量の違いにより分離さ
れることが示された(Figure 2-11B)。しかし、ピークはブロードであり、ベースライン分離に
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至らず十分な分離が行われなかった。これは、タンパク質と Eu3+-p-DTBTA の結合が疎水的
であることから化学平衡が存在するためだと考えている。以上の結果より、Eu3+-p-DTBTA
は高電圧を印加しても(電場 100 V/cm)中心金属は解離せず、マイクロ秒オーダーの時間分解
キャピラリー電気泳動のタンパク質の標識剤として利用できることが示された。 
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Figure 2-11  SDS-時間分解キャピラリー電気泳動による血清中における 
Eu3+-p-DTBTA 標識タンパク質の分離 
分離媒体：7.5％ヒドロキシエチルセルロース(分子量 90,000)，泳動液：1 x Tris/glycine/SDS 緩衝
液 pH 8.3，キャピラリー：ポリアクリルアミドコート，全長 40 cm，有効長 20 cm，内径 75 μm，
試料導入： 2,000 V (10 sec)，電場：100 V/cm，検出：励起波長 350 nm，蛍光波長 615 nm，遅延
時間 100 μsec，積算時間 1.8 msec，試料溶液：350 mM DTT，0.2%SDS 溶液により 95°C，5 min
変性したタンパク質溶液． 
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2.3.5. 時間分解キャピラリーハイブリダイゼーションアッセイと一塩基多型検出 
Eu3+-p-DTBTA を 5’末端にアミノリンカーを介し共有結合により直接標識した一本鎖
DNA(プローブ ssDNA1)により時間分解ハイブリダイゼーションアッセイを行った(Figure 
2-12)。遅延時間 100 μsec で検出を行った。プローブ ssDNA1 と相補的な配列を持つ ssDNA2
が存在するときのみ、泳動時間 11 min の ssDNA1 のピークが消え 12.5 min に新たなピーク
が現れた(Figure 2-12(a))。非相補鎖である ssDNA3とプローブ ssDNA1の混合溶液では 11 min
に、プローブ ssDNA1 と同じピークを与えた(Figure 2-12(b), (c))。さらに、ssDNA2 の量を
1.7 - 12.4 pmol まで変化させ、ハイブリダイゼーションアッセイを行うと、ssDNA2 の濃度
増加に伴い 11 min に観測されたプローブ ssDNA1 のピークが減少し、12.5 min に現れた新
しいピークが大きくなった(Figure 2-13A)。それに対し、ssDNA3 量を 1.7 - 12.4 pmol まで変
化させても、11 min の蛍光強度に変化はなく、12.5 min に新しいピークも現れなかった
(Figure 2-13B)。以上の結果より、12.5 min に現れたピークが、ハイブリダイゼーション産物
である dsDNA 由来のピークであることがわかる。dsDNA のピークは、プローブ ssDNA1 と
相補的配列を持つ ssDNA2 が存在するときのみ観測さることから、Eu3+-p-DTBTA で標識し
たプローブ ssDNA1 により相補的配列の検出できることを確認した。Figure 2-13B において
11 min のプローブ ssDNA1 に由来するピークの蛍光強度の誤差が大きいのは、変性剤を加え
ないため高次構造を形成する ssDNA が存在し、その割合が変化するためだと考えている。 
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Figure 2-12 Eu3+-p-DTBTA 標識 DNA による 
時間分解キャピラリーハイブリダイゼーションアッセイ 
分離媒体：1.5％ヒドロキシエチルセルロース(分子量 250,000)，泳動液：0.5 x TBE 緩衝液 pH 8.3，
キャピラリー：ポリアクリルアミドコート，全長 35 cm，有効長 20 cm，内径 75 μm，試料導入： 
3,000 V (10 sec)，電場：100 V/cm，検出：励起波長 350 nm，蛍光波長 615 nm，遅延時間 100 μsec，
積算時間 1.8 msec．  
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Figure 2-13 DNA 量の変化に対するプローブ ssDNA(1)と dsDNA の蛍光強度変化 
 
Eu3+-p-DTBTA 標識したプローブ ssDNA1 により時間分解キャピラリーハイブリダイゼー
ションアッセイに成功したので、次に仔牛胎児血清中で同様の実験を行った(Figure 2-14)。
血清中においても、夾雑物由来のバックグラウンド蛍光に妨害されることなくDNAのピー
クを検出した。血清を加えていない結果(Figure 2-12)と同様に、プローブ ssDNA1 の相補鎖
である ssDNA2 が存在するときのみ、dsDNA のピークを検出できた。血清を加えていない
結果と比較すると血清中の分析では、プローブ ssDNA1 の蛍光強度が弱い。これは、ssDNA
に共有結合した Eu3+-p-DTBTA が血清中のタンパク質に疎水結合的に結合し、DNA が泳動
しなかったためだと考えられる。 
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Figure 2-14 血清中における時間分解キャピラリーハイブリダイゼーションアッセイ 
分離媒体：1.5％ヒドロキシエチルセルロース(分子量 250,000)，泳動液：0.5 x TBE 緩衝液 pH 8.3，
キャピラリー：ポリアクリルアミドコート，全長 35 cm，有効長 20 cm，内径 75 μm，試料導入： 
3,000 V (10 sec)，電場：100 V/cm，検出：励起波長 350 nm，蛍光波長 615 nm，遅延時間 100 μsec，
積算時間 1.8 msec．  
 
時間分解ハイブリダイゼーションアッセイにより、Eu3+-p-DTBTA 標識 ssDNA1 をプロー
ブとした c-Ha-ras 遺伝子 codon12 の一塩基多型検出を試みた。c-Ha-ras 遺伝子はヒト 11 番
染色体上に存在する ras 遺伝子ファミリーの一つであり、口腔がんの原因遺伝子である。
c-Ha-ras 遺伝子 codon12 の野生型 DNA とミスセンス変異を持つ DNA 7 種類をターゲット
DNA とした(Table 2-1)。ターゲット DNA と Eu3+-p-DTBTA 標識 ssDNA1 の時間分解キャピ
ラリーハイブリダイゼーションアッセイの結果を Figure 2-15 に示す。すべてのターゲット
DNAにおいてプローブ ssDNA1とハイブリダイゼーション産物である dsDNAに由来するピ
ークが観測された。これは、プローブ ssDNA1 の非特異的吸着が抑制できないためだと考え
られる。そこで、キャピラリー電気泳動の利点である定量性を活かし、式 2-1 に従い ssDNA
と dsDNA のピークの高さより、定量的にハイブリダイゼーション効率を計算したところ、
相補的配列を有する野生型 DNA(Gly-type)に対して高い値を示した(Figure 2-16) 
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BG; バックグラウンド蛍光、Heightds; dsDNA の蛍光強度、 
Heightss; ssDNA の蛍光強度 
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ミスマッチのターゲット DNA に対して dsDNA を形成しないことが理想的だが、プローブ
ssDNA1 との非特異的吸着を完全には防ぐことができず dsDNA に由来するピークが観測さ
れた。しかし、キャピラリー電気泳動の定量性を活かしハイブリダイゼーション効率を計
算するとパーフェクトマッチの Gly type DNA を特異的に認識しており点変異の検出が可能
であると示された。 
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Figure 2-15 時間分解キャピラリーハイブリダイゼーションアッセイによる一塩基多型検出 
分離媒体：1.5％ヒドロキシエチルセルロース(分子量 250,000)，泳動液：0.5 x TBE 緩衝液 pH 8.3，
キャピラリー：ポリアクリルアミドコート，全長 35 cm，有効長 20 cm，内径 75 μm，試料導入： 
3,000 V (10 sec)，電場：100 V/cm，検出：励起波長 350 nm，蛍光波長 615 nm，遅延時間 100 μsec，
積算時間 1.8 msec．  
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Figure 2-16 プローブ ssDNA(1)とターゲット DNA のハイブリダイゼーション効率 
 
2.4. 総括 
本章では時間分解キャピラリー電気泳動における標識剤として、蛍光寿命の長く、構造
異性体の存在しない希土類蛍光錯体 Eu3+-p-DTBTA を合成した。遅延時間 100 μsec の時間分
解キャピラリー電気泳動により、血清からの蛍光を取り除くことができた。Eu3+-p-DTBTA
を標識した 8 種類のタンパク質を遅延時間 100 μsec の SDS-時間分解キャピラリー電気泳動
により血清中において、分離・検出した。さらに、希土類蛍光錯体による DNA の直接標識
に初めて成功し、時間分解ハイブリダイゼーションアッセイおよび点突然変異の検出を行
い、DNA 検出の新たな手法を提案した。キャピラリー電気泳動法とマイクロ秒オーダーの
時間分解蛍光測定を組み合わせることで、血清や尿といった生体試料中で、高感度に目的
物だけを直接検出できる手法となることが示された。 
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3.1. 緒言 
RNA は機能発現のため、分子内または分子間の塩基対が水素結合し高次構造を形成する
ため塩基数と立体的な大きさ(回転半径 Rg)が比例しない。よって、高次構造が存在すると
ゲル電気泳動における RNA の移動度は RNA の形状に依存し、塩基数の違いによる分離が
行われない。ゲル電気泳動により RNA を塩基数の違いにより分離するには RNA が塩基対
で形成する水素結合を変性剤により切断し、立体構造を壊し一本鎖にする変性処理が必要
である。通常、変性処理は分析試料と変性剤を混合し熱による処理を行い、変性した RNA
は高濃度の変性剤を含んだゲルにより分離する。しかし、RNA の変性剤の多くは、変性力、
毒性や発がん性、熱に対する安定性などに問題がある[1-6]。 
また、キャピラリーゲル電気泳動で必要とする数 pL の分析試料に通常の変性処理を適応
するのは困難であり、微量試料にはその試料容量に適した変性方法の開発が必要である。
そこで、キャピラリーの内部で RNA の変性と分離を同時に行うインキャピラリーディネイ
チャリングゲル電気泳動が微量試料の変性方法として適していると考える。インキャピラ
リーディネイチャリングゲル電気泳動により、RNA を前処理せずに分離することで分析速
度が短縮され、分析の再現性が向上する。しかし、インキャピラリーディネイチャリング
ゲル電気泳動を行うには従来の変性剤より強い変性力を有する変性剤の開発が必要である。 
アガロースゲル電気泳動に代表される平板ゲル電気泳動やキャピラリーゲル電気泳動で
は、ホルムアルデヒド、ホルムアミド、尿素といった変性剤が利用される。ホルムアルデ
ヒドやホルムアミドは 2.2 M 程度で RNA の変性が行える一方で[4, 7]、毒性、発がん性がと
もに高い[8, 9]。尿素は、発がん性はないが変性力が弱く 4 M 以上の高濃度での使用が一般
的である[10-14]。実際、変性剤に尿素を用いた場合、4 M 以上の尿素中において RNA の構
造はリジットな部分とフレキジブルな部分を併せ持ち、RNA の高次構造が一部保たれるこ
とが明らかになっている[13]。加えて、高濃度の尿素はアガロースゲル電気泳動において、
尿素とアガロースが水素結合を形成し、ゲルの物理的強度の低下の原因となる。一方、キ
ャピラリーゲル電気泳動では物理的強度は問題とならないが、キャピラリー内部における
尿素の析出、分離媒体の粘度の上昇を引き起こすことから[7]、尿素とジメチルスルホキシ
ド(DMSO)などの有機溶媒を組み合わせることで尿素の濃度を下げる研究がされている[15]。
また、変性効果を高めるためには、熱をかけて(~ 70 °C)電気泳動するのが有効な手段だが、
尿素、ホルムアルデヒド、ホルムアミドは熱に不安定であり、水溶液中で分解され、その
分解物は分離能に影響を与える[15]。 
RNA に対する変性力は、RNA との水素結合能力に依存すると考えられる。キャピラリー
ゲル電気泳動では、高分子と変性剤の水素結合も問題にはならないため、水素結合性の強
い物質を変性剤として利用できる。カルボン酸は-OH 基がプロトンドナーとして、カルボ
ニル基がプロトンアクセプターとして働き、種々のアルコール類、チオール類、アミンお
よび芳香族アミン類、カルボン酸類と強い水素結合を形成する。RNA と水素結合した構造
を考えると、ホルムアルデヒドやホルムアミドは RNA の塩基のプロトンアクセプターと 1
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つの水素結合を形成する。尿素は分子内にプロトンドナーであるアミノ基とプロトンアク
セプターであるカルボニル基が存在するが、結合角を考えると RNA の塩基と尿素分子の間
での水素結合は 1 つであると考えられる。それに対し、カルボン酸はカルボキシル基の
O-C-O の結合角が 120°であることから、すべての塩基(A, U, G, C)に対しカルボン酸分子が 2
つの水素結合を形成することができる。Figure 3-1 にアデニンとカルボン酸の水素結合構造
を示す。水素結合のような分子間相互作用は、加成性が成り立ち分子との相互作用の数が
増すほど分子間の結合は強くなる。従って、カルボン酸は RNA と強く水素結合し、RNA の
塩基対によって構成される水素結合を効率よく切断する強い変性剤であると考えられる。
また、炭素数の短い直鎖カルボン酸は水への溶解度も高く、融点が低く室温で無色の液体
であることから、泳動中に析出することもなく、蛍光検出を妨げることがない。特に酢酸
は水に任意の割合で溶解し、沸点 117.9 °C、分解温度 440 °Cと熱にも安定で毒性も低い[16]。 
N
N
N
N N
H
H
糖
O
R
OH
120°
水素結合  
Figure 3-1 アデニンとカルボン酸の水素結合構造 
 
そこで筆者は、カルボン酸類、特に酢酸をキャピラリーゲル電気泳動における RNA 分離
分析の変性剤とすることによって、キャピラリーの内部で RNA の変性と分離を同時に行う
インキャピラリーディネイチャリングゲル電気泳動に成功した。dsDNA の融解温度測定よ
り変性力を評価し、カルボン酸が 2.5 M ホルムアルデヒドや 7.0 M 尿素より強い変性力を持
つことを明らかにした。カルボン酸を変性剤とした RNA の分離では、分離媒体にカルボン
酸を加えるだけで RNA はキャピラリー内部で泳動中に変性され高分離が達成できた。カル
ボン酸が強い変性効果を示すことから、RNA を変性剤と熱で処理する前処理は必要としな
かった。分離媒体に 2.0 M の酢酸を添加し RNA を分離した結果、100 - 10,000 塩基(nt)の RNA
を前処理することなく 25 分以内に分離でき、従来法である尿素と熱により変性処理を行っ
た分離より理論段数、分離度が高かった。一方、酢酸を添加した分離媒体により dsDNA の
分離も行ったところ、RNA が pH 2.0 以下、DNA が pH 3.0 以下で蛍光標識剤 SYBR Green II
の蛍光が消光することが明らかとなった。RNA と DNA の検出できる pH の違いを利用して、
マウス胚組織から樹立された NIH3T3 細胞から抽出した RNA と DNA の混合試料から DNA
を酵素処理して取り除くことなく RNA を選択的に検出することに成功した。 
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3.2. 装置・方法 
3.2.1. 試薬・試料調整 
ギ酸、酢酸、プロピオン酸、酪酸、尿素(Wako Pure Chemical Industries, Ltd, Osaka, Japan
および 36.0 - 38.0%ホルムアルデヒド水溶液(Kanto Chemical Co. Inc., Tokyo, Japan) を変性剤
として使用した。分離液には、10 x Tris borate EDTA (TBE) 緩衝液(BIORAD, Hercules, CA, 
USA)を超純水で希釈した 0.5 x TBE 緩衝液(44.5 mM Tris, 44.5 mM boric acid, 1.0 mM EDTA, 
pH 8.3)を使用した。分離媒体は以下のように調整した。分子量 250,000 の HEC(Polysciences, 
Inc., Warrington, PA, USA)を 0.5 x TBE 緩衝液に溶かし、3%HEC ストック溶液を作製した。
3%HEC 溶液を 10 x TBE 緩衝液、SYBR Green II (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)、変性剤、滅
菌水と混合し、測定に合わせた適度な変性剤を含む 0.8% HEC (w/v)、0.5 x TBE 緩衝液、1 x 
SYBR Green II 溶液を分離媒体として作製した。変性剤の量は別途実験ごとに述べる。作製
した高分子溶液の pH は電気泳動に使用する前に pH METER F-52 (HORIBA, Ltd., Kyoto, 
Japan)によって測定した。 
RNA マーカーは低分子量マーカーと広範囲分子量マーカーの 2 種類を調整した。低分子
量マーカーは 1 mg/mL Perfect RNA™ Makers 0.1-1 kb (MERCK/EMS Chemicals, Inc., San 
Diego, CA, USA)を 0.5 x TBE 緩衝液で希釈し 100 μg/mL に調整した。広範囲分子量マーカー
は 1 mg/mL Perfect RNA™ Makers 0.1-1 kb と 1 mg/mL 0.2-10 kb (MERCK/EMS Chemicals, Inc., 
San Diego, CA, USA) 等量混合し、0.5 x TBE で希釈し 600 μg/mL に調整した。DNA マーカ
ーは Molecular Ruler 100 bp (100 μg/mL) (BIORAD, Hercules, CA, USA)を使用した。 
 
3.2.2. 融解温度(Tm)測定 
二本鎖 DNA(dsDNA)の融解温度は、紫外可視吸収スペクトル測定(JASCO V-550, JASCO 
Co., Hachioji, Tokyo, Japan)により測定温度ごとに吸収スペクトルを測定し、温度上昇にとも
なう 260 nm の吸光度変化から算出した。Sigma Genosis (Sapporo, Japan)から購入した合成オ
リゴヌクレオチドから dsDNA を作製した。配列は以下に示し、最近接塩基対法より計算さ
れる融解温度は 78.0 °C である。  
5’-TGGATGGTCAGCGCACTCTTGCCCACACCGCCGGCGCCCACCACCACCAGCTTATATT
CCGTC-3’ (63-mer, sense strand DNA)  
5’-GACGGAATATAAGCTGGTGGTGGTGGGCGCCGGCGGTGTGGGCAAGAGTGCGCTGAC
CATCCA-3’ (63-mer, antisense strand DNA)  
この 2 種類の一本鎖 DNA(ssDNA)を滅菌水に溶解しそれぞれ 100 μM とし、sense strand DNA
と antisense strand DNA を等量混合した。これを、65 °C で 5 min 加熱後すぐに 25 °C に冷却
し 63 塩基対(bp)の dsDNA を作製した。100 μM の dsDNA は 2.0 M 酢酸、7.0 M 尿素、2.5 M
ホルムアルデヒドをそれぞれ含む 0.5 x TBE 溶液およびブランクとして変性剤を含まない
0.5 x TBE 緩衝液に溶かした。dsDNA の濃度は 3 μM とし、1 回のスペクトル測定に 35 μL
使用した。溶媒の揮発による濃度変化を抑えるため、DNA 溶液はサーマルサイクラーによ
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り加熱し、一つの吸収スペクトルを測定するごとに新しいサンプルにした。dsDNA 溶液、
セルホルダ、石英セル（光路長 0.5 cm）は測定温度に設定してから 20 min おき、温度が一
定になってから吸収スペクトル測定を行った。測定温度は、溶媒によって異なり以下に示
す: 
2.0 M 酢酸 30, 40, 42, 45, 47, 50, 60 °C 
7.0 M 尿素 30, 40, 50, 55, 57, 60, 70, 80, 85 °C 
2.5 M ホルムアルデヒド 30, 40, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80 °C 
0.5 x TBE 30, 40, 50, 60, 62, 65, 70, 75, 80 °C 
温度を横軸、260 nm の吸光度変化を縦軸にして、シグモイド関数で近似し融解曲線を得た。
得えられた融解曲線を 2 回微分し、変曲点を求めその温度を融解温度(Tm)とした。 
 
3.2.3. キャピラリーゲル電気泳動 
Epi 型落射照明型倒立顕微鏡(IX71, Olympus, Tokyo, Japan)を改良したキャピラリー電気泳
動装置の概要を Figure 3-2 に示す。励起光は 460 - 495 nm のバンドパスフィルターを通して
キャピラリーに照射される。シグナルは、開口数 1.2、作動距離 0.21 mm の 60x 対物レンズ
(PlanApo / IR, Olympus)により集光し、510 nm バンドパスフィルター(U-MWIB-3, Olympus)
を通して散乱光を取り除き、光電子増倍管(Photomultiplier Tube : PMT) (R928, Hamamatsu 
photonics, Co., Hamamatsu, Shizuoka, Japan)により検出した。PMT からのアナログ信号は
National Instrument PCI-6024E により A/D 変換しパソコンで処理した。高電圧は MODEL 
610E(TREK Inc., Medina, NY, USA)により供給し、励起光源に水銀ランプを使用した。電圧
印加からデータ収集まで LabVIEW software (National Instrument,Astin, TX, USA)でパソコン
により操作した。 
キャピラリー電気泳動には、全長 13 cm、有効長 8 cm、内径 50 x 50 μm の角型の溶融石
英ガラスキャピラリーを使用した。電気浸透流の発生を抑えるためポリアクリルアミドに
よって内壁処理を施した。キャピラリーは顕微鏡のステージに水平に設置し、分離媒体で
ある HEC 溶液はポンプ吸引でキャピラリーに充填した。サンプルは 1,300 V で 5 秒電圧を
印加して陰極側より導入し、電場 100 V/cm で分離した。キャピラリーは測定ごとに内部を
洗浄し、HEC 溶液を充填した。分離能を比較する指標となる理論段数(N)と分離度(Rs)は式
3-1、3-2 により算出した。 
2
16 ⎟⎠
⎞⎜⎝
⎛=
W
tN   (3-1) 
t; 泳動時間、W; ピーク幅 
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( )
BA
BA
WW
ttRs +
−= 2   (3-2) 
tA; ピーク A の泳動時間、tB;ピーク B の泳動時間、 
WA; ピーク A のピーク幅、WB; ピーク B のピーク幅 
キャピラリー
検出部
角型キャピラリー
蛍光
励起光水銀ランプ
対物レンズ
光電子増倍管
開口絞り
ダイクロイックミラー
(>505nm)
バンドパスフィルター
(510~550nm)
バンドバスフィルター
(460-495nm)
接眼レンズ
 
Figure 3-2 倒立顕微鏡キャピラリー電気泳動装置概要 
 
3.2.4. NIH3T3 細胞の培養と核酸抽出 
NIH3T3 線維芽細胞株(American Type Culture Collection; No. CRL-1658)は、10%仔牛血清
(Biowest, Miami, Florida, USA)を含むDulbecco’s modified Eagle’s medium (Sigma-Aldrich Co, St. 
Louis, MO, USA)中、5%二酸化炭素雰囲気下で培養した。培養した細胞(約 4 x 106 個) を、
Dulbecco’s phosphate-buffer saline (PBS), (Sigma, St. Louis, MO, USA )で 2 回洗浄し培地を取り
除いた。細胞は、10 x Trypsin EDTA 溶液(Sigma-Aldrich Co)を PBS で希釈して調整した 0.25% 
Trypsin EDTA 溶液でトリプシン処理により剥離した。ペレット状の細胞から、FastPure™ 
RNA kit (Takara Bio Inc., Otsu, Shiga, Japan)により RNA を抽出した。DNA を取り除くための
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DNase 処理は行わなかった。抽出した核酸 3 μL と 15 M 尿素 3.5 μL、0.5 x TBE 緩衝液 1.0 μL
を混合し 65 °C で 10 min 加熱し変性させ、10%アガロースゲル電気泳動を行った。エチジウ
ムブロミド(Fluka, Switzerland)でゲルを染色し、リボソーム RNA のバンド 2 つとゲノム DNA
のバンドを確認した。細胞から抽出した核酸溶液は-60 °C で保管した。 
 
3.3. 結果・考察 
3.3.1. 変性剤の変性力 
dsDNA に熱を加えると、水素結合の切断により ssDNA を生じる。このとき dsDNA と
ssDNA のモル分率が等しくなる温度が融解温度である。融解温度から DNA の二重らせん構
造の熱的安定性を評価することが出来ることから、変性剤の添加による融解温度の低下を
比較することで変性剤の変性力の強さを相対的に評価できる[17]。変性剤として 2.5 M ホル
ムアルデヒド、7.0 M 尿素、2.0 M 酢酸を添加したときの融解温度と変性剤を加えていない
溶媒のみの融解温度を比較した(Figure 3-3, Table 3-1)。変性剤を添加することで、融解曲線
が左にシフトした(Figure 3-3)。融解曲線から算出した融解温度を比較すると、尿素とホルム
アルデヒドを添加したときの融解温度は 57.8 °C と 58.8 °C であり、変性剤を添加してない
場合と比較し約 5 度低くなった。一方、酢酸を添加すると融解温度は変性剤を添加してい
ない場合と比較し、15 度低下した。尿素やホルムアルデヒドを添加した場合と比較して 10
度以上下がった。以上の結果より、7.0 M 尿素、2.5 M ホルムアルデヒドの変性力は同程度
であり、2.0 M 酢酸は一般的な変性剤と比較し、DNA に対する変性力が強いことが明らか
となった。 
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Figure 3-3 DNA (63 bp)の融解曲線 
DNA 配列：5’-TGGATGGTCAGCGCACTCTTGCCCACACCGCCGGCGCCCACCACCACCAG 
CTTATATTCCGTC-3’ (63 bp)，溶媒：0.5 x TBE 緩衝液 pH 8.3，dsDNA と ssDNA の吸光度の差を
1 に正規化． 
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Table 3-1  DNA (63 bp)の融解温度 
2.5 M ホルムアルデヒド
7.0 M 尿素
溶媒のみ
2.0 M 酢酸
Tm (℃)変性剤1) pH
45.6
58.8
57.8
62.0
3.0
8.9
4.8
8.6
1)溶媒は0.5xTBE緩衝液
0.5 x TBE; 44.5 mM Tris, 44.5 mM Boric acid, 1.0 mM EDTA pH8.3  
 
3.3.2. カルボン酸を変性剤としたインキャピラリーディネイチャリングゲル電気泳動 
酢酸が高い変性効果を示したので、2.0 M 酢酸を含む 0.8%HEC を分離媒体として RNA マ
ーカー(100 - 10,000 nt)を前処理せずインキャピラリーディネイチャリングゲル電気泳動に
より分離し(Figure 3-4)、理論段数と分離度を比較した(Figure 3-5)。2.5 M ホルムアルデヒド、
7.0 M 尿素を変性剤としたインキャピラリーディネイチャリングゲル電気泳動と、7.0 M 尿
素により前処理した RNA を分離した結果と比較した。酢酸添加すると RNA の泳動時間が
比較的遅くなるが、100 - 100,000 nt の RNA を 25 分以内にすべて分離でき、その分画範囲は
尿素で前処理を施した RNA 分離の分画範囲(100 - 6,000 nt)より広かった。理論段数も従来法
より高く、分離度も優れていた。特に、尿素を添加した分離ではピークがブロードになり、
分離が難しかった 1,000 nt 以上の長い RNA に対し理論段数が 20,000 以上のベースライン分
離が達成できた。 
カルボキシル基と RNA の分離の関係を調べるため、ギ酸、プロピオン酸、酪酸を変性剤
としたインキャピラリーディネイチャリングゲル電気泳動による RNA の分離を行った
(Figure 3-6)。ギ酸を用いたときを除き、カルボン酸類では酢酸同様に高分離が達成された。
カルボン酸を含む分離媒体の pH は 4.0 以下であり、従来の電気泳動条件 pH 7.0 - 8.0 より酸
性である。しかし、RNA のリン酸基の酸解離定数(pKa)は 1 以下であり、RNA はリン酸基
の負電荷により泳動される。そこで、RNA の分離への pH の影響を調べた。0.5 x TBE 緩衝
液に塩酸を加え pH 2.0 - 4.0に調整した 0.8%HEC溶液を分離媒体としたインキャピラリーデ
ィネイチャリングゲル電気泳動を行った(Figure 3-7)。pH 2.0 の分離媒体を除き、塩酸を添加
した分離媒体では RNA は泳動されるが、分離には至らなかった。従って、pH を下げただ
けでは、分離は向上しないことがわかる。以上の結果より、RNA の高分離にはカルボキシ
ル基が関与していることが明らかとなった。 
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Figure 3-4 酢酸を変性剤としたインキャピラリーディネイチャリング 
ゲル電気泳動による RNA 分離 
変性剤：(a)2.0 M 酢酸，(b)2.5 M ホルムアルデヒド，(c)7.0 M 尿素，(d)7.0 M 尿素．試料溶液：(a) 
– (c)前処理なし，(d) 7.0 M 尿素による 95°C，5 min の変性処理． 
分離媒体：0.8％ヒドロキシエチルセルロース(分子量 250,000)，泳動液：変性剤を含む 0.5 x TBE
緩衝液 pH 8.3，キャピラリー：ポリアクリルアミドコート，全長 13 cm，有効長 8 cm，内径 50 x 
50 μm，試料導入：3,000 V (1 sec)，電場：100 V/cm，検出：励起波長 460 - 495 nm，蛍光波長 510 
nm．ピークの上の数字は塩基数を示す．右上の図は拡大図． 
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Figure 3-5 酢酸を変性剤とし分離した RNA の理論段数および分離度 
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Figure 3-6 水溶性カルボン酸類を変性剤としたインキャピラリーディネイチャリング 
ゲル電気泳動における RNA 分離 
分離媒体：0.8％ヒドロキシエチルセルロース(分子量 250,000)，泳動液：2M カルボン酸を含む
0.5 x TBE 緩衝液 pH 8.3，キャピラリー：ポリアクリルアミドコート，全長 13 cm，有効長 8 cm，
内径 50 x 50 μm，試料導入：3,000 V (1 sec)，電場：100 V/cm，検出：励起波長 460 - 495 nm，蛍
光波長 510 nm．ピークの上の数字は塩基数を示す． 
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Figure 3-7 インキャピラリーディネイチャリングゲル電気泳動による 
RNA 分離における pH の影響 
泳動液：塩酸を含む 0.5 x TBE 緩衝液 pH 8.3．その他は Figure 3-6 に同じ． 
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カルボキシル基と RNA の相互作用モデルとして以下のように考えた(Figure 3-8)。カルボ
ン酸は RNA の 4 種類の塩基と多点水素結合を形成し強く結合する。pH 2.0 - 4.0 の酸性条件
化における RNA は、リン酸基は pKa が 1 以下であることより負電荷を帯びており、アデニ
ン、シトシンの pKa がそれぞれ~ 3.5、~ 4.5 であることから一部の塩基はプロトン化され正
電荷を帯びている[18]。正電荷を帯びている塩基に対し、カルボン酸の一部が解離したカル
ボン酸イオンが水素結合および静電的相互作用によって結合する機構も考えられる。この
とき、塩基部分はカルボン酸イオンの結合により電気的に中性になり、RNA の移動度はリ
ン酸基の負電荷にのみ依存すると考えられる。従って、カルボン酸は尿素やホルムアルデ
ヒドと異なり、RNA との多点相互作用により強く結合しており変性効果が増し、泳動はリ
ン酸基の負電荷に依存し塩基数の違いにより高分離が達成したと考えられる(Figure 3-8)。 
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Figure 3-8 カルボン酸と RNA 複合体の推測構造 
 
3.3.3. RNA、dsDNA 分離におけるカルボン酸濃度の検討 
HEC 溶液中の酢酸の濃度を 0 から 5.0 M まで段階的に変化させ RNA マーカー(100 - 1,000 
nt)をインキャピラリーディネイチャリングゲル電気泳動により分離した(Figure 3-9A)。緩衝
液のみでは変性効果がなく分離が行われていない。1.0 M 以下ではすべてのピークが検出で
き、1.5 - 2.0 M で 100 - 1,000 nt すべての RNA をベースライン分離が達成された。2.5 M で
は 100 - 600 nt の RNA を検出した。3.0 M 以上酢酸を加えるとピークは検出されなかった。
以上より酢酸を変性剤とした RNA のインキャピラリーディネイチャリングゲル電気泳動で
は酢酸の濃度 2.0 M、pH 3.0 - 4.0 が最適条件であった。 
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Figure 3-9 RNA, dsDNA 分離におけるカルボン酸の濃度と pH の影響 
分離媒体：0.8％ヒドロキシエチルセルロース(分子量 250,000)，泳動液：酢酸を含む 0.5 x TBE
緩衝液 pH 8.3，キャピラリー：ポリアクリルアミドコート，全長 13 cm，有効長 8 cm，内径 50 x 
50 μm，試料導入：3,000 V (1 sec)，電場：100 V/cm，検出：励起波長 460 - 495 nm，蛍光波長 510 
nm．ピークの上の数字は塩基数を示す． 
 
一方、酢酸の濃度が増すにつれ、RNA の蛍光強度が弱くなり 0.5 M 酢酸と比較し 2.5 M
酢酸では蛍光強度が 1/30 に減少した。ギ酸を添加した HEC 溶液(pH 1.7) (Figure 3-6)、塩酸
を添加した HEC 溶液(pH 2.0) (Figure 3-7)を分離媒体としたときにも RNA のピークが観測さ
れなかった。よって、蛍光強度の減少は、酸の添加による pH の低下([酢酸] > 2.5 M, pH < 2.8)
に起因すると考えられ、RNA は pH < 2.0 でピークが検出されないことが明らかとなった。
同じポリマー溶液を用いた RNA と同濃度の dsDNA マーカー(100 – 1,000 bp)の分離では、酢
酸は dsDNA の分離能にはほとんど影響を与えなかった(Figure 3-9B)。蛍光強度は酢酸の添
加により弱くなり、酢酸を含まないポリマーと比較し 0.5 M 酢酸添加ポリマー(pH = 3.8)で
は蛍光強度が 1/15、1.0 M 酢酸添加ポリマー(pH = 3.4)では 1/45 になった。DNA の検出限界
の pH は 2.7 であり、RNA の検出限界 pH 2.0 とは異なっていた。 
蛍光強度の低下を詳しく調べるため、SYBR Green II により染色した RNA(1.5 ng/μL)およ
び dsDNA(2.0 ng/μL)の酢酸濃度に対する 510 nm の蛍光強度変化を、分光蛍光光度計
FP-6500(Jasco, Tokyo, Japan)により測定した(Figure 3-10A)。酢酸の濃度変化に対し、濃度 2.0 
ng/μL に換算したときの RNA および DNA の蛍光強度変化を Figure 3-10B に示す。RNA、
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dsDNA ともに酢酸の濃度増加により蛍光強度が減少した。しかし、RNA と dsDNA では酢
酸の濃度増加に対する蛍光強度の変化の割合が異なる。酢酸を添加しない溶液において、
dsDNAの蛍光強度はRNAの蛍光強度の1.5倍であるのに対し、酢酸を1.5 M加えるとdsDNA
と RNA の蛍光強度は逆転する。DNA は RNA と比較し pH 4.0 以下の酸性溶液に対する親水
性が低いことから、RNA は SYBR Green II が pH の影響を受け消光し、一方 dsDNA は泳動
液の pH による SYBR Green II の消光と DNA の溶解度に起因すると推測できる。 
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Figure 3-10 カルボン酸の濃度変化に伴う RNA, DNA の蛍光強度変化 
(B)蛍光強度は、核酸の濃度 2.0 ng/mL として概算． 
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3.3.4. カルボン酸を変性剤としたインキャピラリーディネイチャリングゲル電気泳動に
よる RNA の選択的検出 
NIH3T3 細胞から抽出した核酸をインキャピラリーディネイチャリングゲル電気泳動に
より分離した(Figure 3-11)。7.0 M 尿素を変性剤とした場合と比較し酢酸を添加した HEC 溶
液ではベースラインが平らになり、シャープなピークを与えた。さらに、酢酸を 2.0 M 加え
pH 2.8 になるとゲノム DNA 由来のピークがなくなり RNA のみを選択的に検出できた。そ
の結果、RNA と DNA の検出可能な pH の違いを利用し、2.0 M 酢酸を変性剤とすることで
(~ pH 3.0)、DNase による DNA の除去および RNA の変性処理をすることなく RNA と DNA
の混合溶液から、RNA を選択的に検出できた。 
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Figure3-11 インキャピラリーディネイチャリングゲル電気泳動による 
NIH3T3 細胞から抽出した核酸の分離 
分離媒体：0.8％ヒドロキシエチルセルロース(分子量 250,000)，泳動液：酢酸を含む 0.5 x TBE
緩衝液 pH 8.3，キャピラリー：ポリアクリルアミドコート，全長 13 cm，有効長 8 cm，内径 50 x 
50 μm，試料導入：3,000 V (1 sec)，電場：100 V/cm，検出：励起波長 460 - 495 nm，蛍光波長 510 
nm，分析試料：NIH3T3 細胞から FastPureTM RNA kit により抽出した核酸． 
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3.4. 総括 
カルボン酸を変性剤としたインキャピラリーディネイチャリングゲル電気泳動によりキ
ャピラリー内部で RNA の変性を行うのと同時に分離することを可能にした。融解温度測定
より、酢酸が RNA に対し優れた変性力を示すことを明らかとした。酢酸の変性力により
1,000 nt 以上の長い RNA の分離も理論段数、分離度ともに向上した。また、RNA の分離に
はカルボキシル基が関与していることを明らかにした。カルボン酸は静電相互作用および
多点水素結合により RNA の塩基と強く結合し、RNA の塩基対の水素結合形成を効率よく阻
害することで強い変性効果を示しているものと考えられる(Figure 3-8)。一方、pH の低下に
より RNA および dsDNA の蛍光強度が減少した。RNA と dsDNA の検出可能な pH が異なる
ことを利用し、DNA と RNA 混合試料から RNA のみを選択的に検出できた。さらに、カル
ボン酸を添加した分離媒体は pH 4.0 以下の酸性であることから、pH 5 - 9 と広い範囲で活性
を維持するリボヌクレアーゼの活性を抑えることが出来る[19]。従って、カルボン酸を変性
剤とした RNA の前処理を必要としないインキャピラリーディネイチャリングゲル電気泳動
では、切断されやすい RNA を安定に分析でき、数 pL サイズのサンプル量からの分離を達
成できる。 
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4.1. 緒言 
序章でも述べたように、ドデシル硫酸ナトリウム-キャピラリーゲル電気泳動(SDS-CGE)
を用いてタンパク質をその分子量の違いにより網羅的に分析するには新しい分離媒体の開
発が不可欠である。SDS-CGE は高分子鎖(物理ゲル)またはその架橋したものから形成され
るゲル(化学ゲル)の分子篩い効果を利用してタンパク質を分離する[1-5]。そこで、新しい分
離媒体の開発には、まず高分子の分子篩いの効果がタンパク質の分離にどのような影響を
及ぼしているか理解する必要がある。SDS-CGE における分離媒体の分離効率は、その高分
子が形成する細孔サイズにより決まると考えられる。これまで、分離の最適化では、細孔
サイズを左右する二次的要素である高分子の種類、濃度、架橋度の条件検討を盛んに行い、
細孔サイズは直接測定されてこなかった。 
物理ゲルおよび化学ゲルの細孔のサイズと DNA の分離の関係は理論および、実験的に研
究されている。理論的には細孔サイズと対象である DNA の大きさとの相対的な関係で議論
される。高分子溶液が絡み合いをしている濃度領域では、高分子溶液中をランダムコイル
状の高分子が拡散する自由拡散モデルである Ogston モデル[6]、Reptation モデル[7, 8]、
Reptation モデルでは説明が出来ない要素を組み入れた Biased Reptation モデルで説明される 
(Figure 4-1) [9]。Ogston によると、DNA は球体として、直鎖状高分子が形成するネットワー
クの中を拡散するとされている。このとき、DNA とネットワークの大きさが同程度である
と仮定している。Reptation モデルでは、ランダムコイル状の長い DNA が、高分子により形
成される小さい網目の中を拡散する。このとき、DNA は横向きの運動が抑制され一次元方
向にのみ運動するため高分子が形成する管の中を”snakelike”に拡散する。Biased Reptation モ
デルは、Reptation モデルから導き出された DNA の移動度と DNA の分子量の関係式に、印
加電圧の影響や、高分子の配向の影響の項を加えた考えである。また、Barron らは高分子
溶液が絡み合わない希薄溶液での DNA 分離について、DNA の長さにより単独で存在する
高分子鎖に絡み合う頻度が異なりその違いにより分離が達成される Transient entanglement 
coupling mechanism を提案している[10, 11]。実験的には Chu らが、ポリアクリルアミド溶液
の濃度と細孔サイズの相関を中性子小角散乱により測定し、キャピラリーゲル電気泳動に
よって求めた DNA の移動度からポリアクリルアミド溶液が形成する網目構造が DNA の分
離に及ぼす影響について議論している[12]。Chu らによると、DNA の移動度はポリアクリ
ルアミドの濃度によって決まり、高分子の分子量分布には依存しない。 
SDS-CGE によるタンパク質分離メカニズムについても理論に基づいた研究例がいくつか
ある[13, 14]。Guttman によると、分子量 100,000、300,000、900,000 のポリエチレンオキサ
イド(PEO)を分離媒体としドデシル硫酸ナトリウム(SDS)で変性したタンパク質の分離メカ
ニズムは、Ogston モデル、reptation モデルでは説明ができないため、少なくとも印加電圧の
影 響 で SDS- タ ン パ ク 質 複 合 体 が 電 場 方 向 に 伸 び た 構 造 で あ る と し た 、
reptation-with-stretching モデルを提案している[13]。Nakagawa らは分子量 50,000 - 100,000 の
プルランを分離媒体とした場合、SDS で変性したタンパク質の分離メカニズムを Ogston モ
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デルで説明している[14]。このように、SDS-タンパク質複合体の大きさと移動度の関係が自
由拡散モデルで説明できることから、SDS-タンパク質複合体の分離は、タンパク質の配列
特異性、タンパク質と高分子の間での静電相互作用、疎水相互作用といった分子間相互作
用ではなく、高分子の分子篩い効果により達成され高分子が形成する細孔サイズに依存す
るとされている。しかし、理論計算では具体的な細孔サイズと分離とを関連付けることは
難しく、高分子濃度から理論的に導かれる細孔サイズとタンパク質の立体的大きさの相対
的な違いでのみ議論される。さらに、高分子を分離媒体とした物理ゲルによるタンパク質
の分離結果の多くは不確定要素を含んだ Biased reptation モデルを適用している。すなわち、
高分子の分子篩い効果が分離へ与える影響の要素すら確定できないのが現状である。 
)exp(~ M−μ
M1~μ
)1(~ bM +μ
DNA 絡み合っていない高分子
DNA 規則的な網目を形成した高分子
DNA or タンパク質 規則的な網目を形成した高分子
High dilution model
Ogston model
Reptation model
Biased Reptation model
 
Figure 4-1 キャピラリーゲル電気泳動における DNA の分離モデル 
 
高分子物理の分野でよく利用される動的光散乱法(Dynamic light scattering : DLS)は、高分
子が形成するネットワーク構造のサイズ決定に有効な手段である[15-18]。DLS はレーザー
光を試料に入射し、試料中の分子のブラウン運動に起因する散乱光を検出し、散乱光の緩
和時間より試料の持つ流体力学的半径(Rh)を算出する。高分子が絡み合っていない希薄溶液
では、高分子鎖は独立した鎖としてブラウン運動し、並進拡散のみ観察され高分子単独の
Rh が算出される。高分子が絡み合いを始めると高分子鎖は分断され、分断された高分子に
起因する協同拡散(ゲルモード)と単独の高分子に起因する自己拡散が観測される。協同拡散
から求められる Rhの 2 倍が細孔サイズに一致する(Figure 4-2A)[19]。希釈溶液中での高分子
の並進拡散は、高分子の濃度に依存しない一方、高分子が絡み合いを始める準希薄溶液で
は、高分子の濃度が増加し絡み合いが増えるほど協同拡散は大きくなり、自己拡散は小さ
くなる(Figure 4-2B) 
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Figure 4-2 高分子溶液の描像と緩和時間速度の濃度依存性 
 
そこで、筆者は高分子の形成する細孔の平均サイズを動的光散乱法により直接測定し、
SDS-CGE の結果から求めたタンパク質の移動度との関係を調べた。フルオレセインイソチ
オシアネート(Fluorescein Isothiocyanate : FITC)で蛍光標識したタンパク質(リゾチーム、トリ
プシンインヒビター、カーボニックアンヒドラーゼ、卵白アルブミン、ウシ血清アルブミ
ン、フォスフォリラーゼ b)を含む標準溶液を、分子量の異なる 3 種類のヒドロキシエチル
セルロース(HEC) (分子量 24,000、90,000、720,000)を分離媒体として分離し、泳動時間より
移動度を算出した。タンパク質の大きさと移動度との関係より、HEC を用いたタンパク質
の分離メカニズムは Biased reptation モデルに当てはまった。さらに、DLS により直接測定
した HEC の平均細孔サイズと SDS-CGE より求めた移動度の関係から、高分子が絡み合わ
4 章 動的光散乱法による高分子溶液の細孔サイズの決定と 
SDS-キャピラリーゲル電気泳動におけるタンパク質分離 
 
61
ない希薄溶液では、タンパク質の移動度と分離は高分子鎖の長さ(≈ 分子量)に依存した。高
分子が絡み合い細孔を形成している濃度領域では、タンパク質の移動度は HEC の分子量や
それに伴う粘度変化に依存せず、平均細孔サイズによって決定することが実験的に明らか
となった。また、6 種類のタンパク質の分離には、細孔サイズ 10 – 20 nm の高分子溶液が適
していた。 
 
4.2. 装置・方法 
4.2.1. 分析試料・分離媒体の調整 
FITC で標識したリゾチーム(分子量 14,300)、トリプシンインヒビター(分子量 20,500)、カ
ーボニックアンヒドラーゼ(分子量 29,000)、卵白アルブミン(分子量 45,000)、ウシ血清アル
ブミン(分子量 66,400)、フォスフォリラーゼ b(分子量 97,200)を含むタンパク質マーカー
(APRO Science, Inc., Naruto, Tokushima, Japan)を、10 x Tris/glycine/SDS 緩衝液(BIORAD, 
Hercules, CA, USA)を超純水で希釈した 1 x Tris/glycine/SDS 緩衝液(25 mM Tris, 192 mM 
glycine, 0.1% SDS, pH 8.3)で 3倍に希釈し熱処理を行わずに SDS-CGEの試料として使用した。
分子量がそれぞれ、24,000 - 27,000(Polysciences, Inc., Warrington, PA, USA)、90,000、720,000 
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)の 3 種類の HEC を、1 x Tris/glycine/SDS 緩衝液に溶解し、
濃度がそれぞれ 0.02 - 10% (w/v) (分子量 24,000 – 27,000), 0.01 - 5.0% (w/v) (分子量 90,000) 
and 0.005 - 2.0% (w/v) (分子量 720,000)の分離媒体を調整した。HEC 溶液の粘度は VILASTIC 
V-E type viscoelastimeter system (Vilastic Scientific, Inc., Austin, TX, USA)により測定した。  
 
4.2.2. 動的光散乱(Dynamic light scattering : DLS) 
濃度を調整した HEC (分子量 24,000 - 27,000、90,000、720,000)溶液の動的光散乱を、
ALV-5000 デジタル相関器を備えたゴニオメーター(ALV-Laser Vertriebsgesellschaft, Hessen, 
Germany)を用いて測定した(Figure 4-3)。HEC 溶液は測定前に細孔サイズ 0.45 μm のフィルタ
ー(Millipore, Billerica, MA, USA)でろ過し、不純物粒子を除去した。散乱強度の自己相関関
数を CONTIN アルゴリズムにより逆ラプラス変換し、相関時間(Γ-1)の分布関数を得た。緩
和時間(Γ)により拡散係数(D)が決まり(式 4-1)、拡散係数(D)から Einstein-Stokes の関係式(式
4-2)により流体力学的半径(Rh)を算出し、Rhの 2 倍を高分子の細孔サイズとした。 
 
2Dk=Γ    (4-1) 
Γ; 緩和時間、D; 拡散係数、 
 
hB RTkD 06πη=   (4-2) 
kB; ボルツマン定数、Rh; 流体力学的半径、 
η0; 溶媒の粘度(0.9162 Pa s)、T; 絶対温度(298 K) 
 
4 章 動的光散乱法による高分子溶液の細孔サイズの決定と 
SDS-キャピラリーゲル電気泳動におけるタンパク質分離 
 
 
62
式 4-1 の k は測定条件によって決まる値であり、式 4-3 で定義される。 
 
)2sin()4( θλπnk =   (4-3) 
n; 溶媒の屈折率(1.336)、θ; 散乱角(90 度)、λ; レーザーの波長(632.8 nm) 
 
レーザー
光電子増倍管
散乱光
入射光 λ
偏光子 凸レンズ
ピンホール
凸レンズ
検光子
ピンホール
試料 ブラウン運動
θ
ALV-5000
測定条件; θ =90?, λ = 633 nm, T = 298 K
試料
 
 
Figure 4-3 動的光散乱測定装置概要 
 
4.2.3. SDS-キャピラリーゲル電気泳動 
キャピラリー電気泳動は P/ACE™ MDQ 電気泳動システム(Beckman Instruments Inc., 
Fullerton, CA, USA)により、reversed polarity モードで、キャピラリー温度 25 °C で行った。
全長 30 cm、有効長 20 cm、外径 367 μm、内径 75 μmの溶融石英ガラスキャピラリー(Polymicro 
Technologies, Phoenix, AZ, USA)を使用した。電気浸透流の発生を抑えるためポリアクリルア
ミドによって内壁処理を施した。FITC 標識されたタンパク質は 3,000 V で 10 秒電圧を印加
して導入し、電場 100 V/cm で分離した。検出は、蛍光検出により行い、488 nm のアルゴン
イオンレーザーを励起光にし、シグナルは 520 nm のバンドパスフィルターを通して検出し
た。タンパク質の移動度(μ)は式 4-4 より算出し、分離能を比較する指標となる理論段数(N)
は式 4-5 により算出した。 
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tV
lL
⋅
⋅=μ   (4-4) 
L; キャピラリー全長(30 cm)、l; 有効長(20 cm)、 
V; 印加電圧(3,000 V)、t; 泳動時間(sec) 
 
2
16 ⎟⎠
⎞⎜⎝
⎛=
W
tN   (4-5) 
t; 泳動時間、W; ピーク幅 
 
4.3. 結果・考察 
4.3.1. HEC の形成する細孔サイズ 
分子量の異なる 3 種類の HEC (分子量 24,000、90,000、720,000)の DLS を測定した(Figure 
4-4)。HEC の濃度 0.5% (w/v)以下では、流体力学的半径の 2 倍(2Rh)は HEC の濃度に依存せ
ず、分子量 24,000 で 18 - 23 nm、分子量 90,000 で 18 - 24 nm、分子量 720,000 では 40 - 45 nm
で一定であった。この濃度領域では、高分子は絡み合わず単独で存在し 2Rhはその大きさを
反映している。測定結果は、溶液中を拡散している高分子鎖どうしの一時的な絡み合い、
高分子のもつ分子量分布の影響を受け大きな誤差を含んだ値となる。 
一方、HEC 濃度が 0.5% (w/v)以上では DLS 測定において協同拡散(ゲルモード)が観測さ
れ、HEC がお互いに絡み合い形成する過渡的な細孔のサイズ 2Rh を算出した(Figure 4-4)。
細孔サイズは HEC の濃度増加に伴い減少し、分子量 24,000 の HEC では 19 nm から 6.3 nm
に、分子量 90,000 の HEC では 21 nm から 8.9 nm に、分子量 720,000 の HEC では 40 nm か
ら 17 nm まで変化した。HEC の平均細孔サイズの変化は濃度の-0.5 乗に比例し、半屈曲性
高分子である HEC の構造的性質を理論的に予想した値と一致した[18]。 
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Figure 4-4 ヒドロキシエチルセルロースの細孔サイズ 
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DLS 測定より高分子が絡み合いを始める濃度 C* (Entanglement point)を把握でき(Figure 
4-2)、本実験では HEC の分子量にかかわらず約 0.5% (w/v)であった。キャピラリーゲル電気
泳動では、高分子溶液の粘度の変化より C*を算出し、高分子の重なり合いの効果と分離の
関係を議論する[10]。そこで、HEC 溶液の粘度測定を行い、Barron らに報告された方法によ
り C*vis を算出した(Figure4-5、Table 4-1)。HEC の比粘度と濃度の関数は、傾きの異なる二
つの領域に分けられ、二つの直線の交点が C*vis となる。計算された C*vis は DLS により決
定される C*より高濃度であった。これは、粘度に比べ散乱光の変化が高分子同士の重なり
合い効果の影響を受けやすいためであり、DLS は高分子のわずかな重なり合いも正確に評
価できる優れた手法であることがわかった。 
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Figure 4-5 HEC (分子量 24,000) の粘度測定 
測定温度：25°C 
 
 
Table 4-1 粘度測定による Entanglement point (C*vis) 
0.38720,000
1.1690,000
2.6324,000-27,000
Measured entanglement 
threshold C*vis (% HEC)
HEC molecular weight
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4.3.2. SDS-キャピラリーゲル電気泳動によるタンパク質の分離 
HEC 溶液を分離媒体として、SDS-キャピラリーゲル電気泳動により 6 種類のタンパク質
を分離した(Figure 4-6)。分子量 24,000、90,000 の HEC では、6 種類すべてのタンパク質が
30 min で分離でき、理論段数は 1,000 - 10,000 であった。分子量 720,000 の HEC では、理論
段数は 5,000 - 50,000 である。しかし、6 種類のタンパク質すべてを分離できる濃度の HEC
は粘度が高くキャピラリーに充填するのに時間を要した。 
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Figure 4-6 HEC を分離媒体とした SDS-CGE によるタンパク質分離 
分離媒体：ヒドロキシエチルセルロース，泳動液：1 x Tris/glycine/SDS 緩衝液 pH 8.3，キャピラ
リー：ポリアクリルアミドコート，全長 30 cm，有効長 20 cm，内径 75 μm，試料導入：3,000 V (10 
sec)，電場：100 V/cm，検出：励起波長 488 nm，蛍光波長 520 nm．ピーク：1. リゾチーム(分子
量 14,300)，2. トリプシンインヒビター(分子量 20,500)，3. カーボニックアンヒドラーゼ(分子量
29,000)，4. 卵白アルブミン(分子量 45,000)，5. ウシ血清アルブミン(分子量 66,400)，6. フォス
フォリラーゼ b(分子量 97,200)． 
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電気泳動結果より、ピークの帰属が可能であったタンパク質の泳動時間から式 4-4 に従い
算出した移動度(μ)とタンパク質の分子量(M)との関係を Figure 4-7、4-8 に示す。タンパク質
の移動度は、タンパク質の分子量が大きいほど小さくなり、HEC の濃度が濃くなるとやは
り小さくなる。移動度の対数とタンパク質の分子量の関数(Figure 4-7)が直線性を示さないこ
とから、タンパク質の移動度がタンパク質の分子量の指数関数に比例するとする Ogston モ
デルでは説明がつかない。一方、移動度の対数とタンパク質の分子量の対数の関数(Figure 
4-8)は直線性を示し、その傾きは 1 以下であった。従って、HEC を分離媒体としたタンパク
質の分離は、タンパク質の移動度が分子量の逆数であるとする Reptation モデルを応用した
Baised Reptation モデルである。 
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Figure 4-8 タンパク質の分子量と 
移動度の関係(両対数プロット) 
Figure 4-7 タンパク質の分子量と 
移動度の関係(片対数プロット) 
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4.3.3. HEC の平均細孔サイズとタンパク質の分離 
Figure 4-9 に HEC の濃度とタンパク質の移動度との関係を示す。 
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Figure 4-9 ヒドロキシエチルセルロースの濃度とタンパク質移動度の関係 
(○)リゾチーム，(□)トリプシンインヒビター，(△)カーボニックアンヒドラーゼ，(▽)卵白アル
ブミン，(●)牛血清アルブミン，(■) フォスフォリラーゼ b． 
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HEC の濃度に対するタンパク質移動度の関係は、HEC の濃度増加に依存せず移動度が一
定の領域と HEC の濃度増加に伴い移動度が減少する 2 つの領域に分けることができる。こ
の領域を分割する HEC 濃度は、Figure 4-4 で求めた高分子が絡み合いを始める濃度(0.5% 
(w/v) HEC)に一致した。HEC の濃度の低い領域では、HEC は互いに絡み合うことなく単独
で存在し、SDS で変性されたタンパク質は、単独で存在する HEC に一時的に絡み合い、HEC
濃度に対し移動度は一定である。HEC の分子量の違いに注目すると、分子量 720,000 では
一部のタンパク質が分離できるのに対し、分子量 24,000、90,000 の HEC ではタンパク質の
分離は不十分である。分子量の大きい、鎖長の長い HEC ほどタンパク質は絡みやすくなり、
タンパク質の分子量が大きくなるほど HEC との絡み合い効果が大きくなる。従って、タン
パク質の分子量が大きいほど移動度が小さくなり、分離が達成される。このように HEC が
絡み合っていない希薄溶液の領域では、タンパク質の分離は分離媒体の高分子の長さに依
存することが実験的に明らかとなった。この結果は High dilution model[10, 11]の考えに一致
し、これより、DLS により直接高分子の大きさを測定することで、High dilution model の考
え方により分離が行われるために必要な分子の鎖長が決定できることがわかった。 
DLS において協同拡散が観測される濃度では、HEC が互いに絡み合い、6 nm から 40 nm
のネットワークを形成し、SDS で変性したタンパク質は HEC の形成する柔軟性のあるネッ
トワーク構造の分子篩い効果により分離される。HEC の平均細孔サイズおよびタンパク質
の移動度が HEC の濃度に依存しており、その依存性には相関があることから(Figure 4-4、
Figure 4-9)、タンパク質の移動度を HEC の平均細孔サイズの関数として変換した(Figure 
4-10)。Figure 4-10 にはリゾチーム(分子量 14,300)および卵白アルブミン(分子量 45,000)の移
動度から得られた結果を示す。分子量 24,000、90,000、720,000 の HEC より得られた平均細
孔サイズの結果を一つのグラフに表示した。トリプシンインヒビター(分子量 20,500)、カー
ボニックアンヒドラーゼ(分子量 29,000)、ウシ血清アルブミン(分子量 66,400)、フォスフォ
リラーゼ b(分子量 97,200)においても、移動度と細孔サイズに同様の相関があった。平均細
孔サイズが 20 nm 以下では、細孔サイズが小さくなるにつれてタンパク質の移動度が減少
した。細孔サイズが 17 nm のとき、HEC の分子量が異なってもリゾチームの移動度は~ 2.5 x 
10-4 cm2/V sec であることから、タンパク質の移動度は細孔サイズに支配されており、HEC
の分子量の違いは無視できるといえる。以上の結果より、HEC が細孔を形成している濃度
領域では、細孔サイズがタンパク質の移動度を決定していることが実験的に明らかとなっ
た。細孔サイズ(2Rh)が 20 nm 以上では HEC は、分子の絡み合いの効果が小さいか、もしく
は絡み合っていないため 2Rhの値が変化してもタンパク質移動度は変化しなくなる。 
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Figure 4-10 ヒドロキシエチルセルロースの細孔サイズとタンパク質移動度 
(▲)HEC 分子量 24,000、(□)HEC 分子量 90,000、(◆)HEC 分子量 720,000． 
 
最後に、粘度について簡単に記述すると、平均サイズ 17 nm の細孔を形成する HEC の粘
度は分子量 24,000、90,000、720,000 でそれぞれ 2.36 mPa s、1.96 mPa s、47.2 mPa s であり、
最大 20 倍の差があるにもかかわらず、リゾチームの移動度は~ 2.5 x 10-4 cm2/V sec と同じで
あった。従って、分子量の増加に伴う粘度上昇も分離に影響を及ぼさないことが明らかと
なった。これより、キャピラリーへの高分子の充填の点から考えて、同じ細孔サイズを形
成する HEC であれば、分子量の小さい粘度の低い HEC の方が分析時間短縮につながると
いえる。 
 
4.4. 総括 
本研究では、HEC の形成する細孔サイズを DLS により直接測定し、HEC を分離媒体とし
た SDS-キャピラリーゲル電気泳動より算出されたタンパク質の移動度との関係を明らかに
した。高分子がお互いに絡み合っていない希薄溶液(C < C*)では、分離媒体の分子量がタン
パク質の移動度を支配するのに対し、高分子が絡み合っている準希薄溶液(C > C*)では、タ
ンパク質の移動度は形成される細孔のサイズにのみ依存し、高分子の分子量およびそれに
伴う粘度の増加の影響は受けなかった。高分子物理の分野ではありふれた測定法である
DLS は、分離分析の分野において高分子の分子篩い効果の評価方法として利用されたこと
はない。本研究により、高分子の構造的物性の詳細を簡単にかつ直接的に調べることが可
能な DLS はキャピラリーゲル電気泳動の分離の議論において有効な手法であることが示さ
れた。 
タンパク質の分離では、希薄溶液では分子量 720,000 の HEC において一部のタンパク質
を除き分離可能であり、分子量の小さい HEC では分離が不十分であった。一方、準希薄溶
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液では、平均細孔サイズが 10 – 20 nm のときにもっとも分離に優れ、6 種類すべてのタンパ
ク質が短時間で分離でき、10 nm 以下になると必要以上に分離時間が長くなること( > 30 
min)が明らかとなった。 
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5.1. 緒言 
キャピラリーゲル電気泳動の分離媒体には、ポリアクリルアミドゲルに代表される化学
的に架橋された高分子(化学ゲル)と直鎖状ポリアクリルアミド、ポリエチレンオキサイド、
セルロース誘導体に代表される高分子の絡み合いにより形成する物理ゲルがある。化学ゲ
ルはキャピラリーの内部で重合させるため、高濃度のゲルを調整でき分子量の小さい DNA、
RNA において高い理論段数の分離が可能である。しかし、重合反応に時間がかかり、ゲル
を詰め替えることが出来ないために分析結果がキャピラリーの寿命に依存し再現性が乏し
い。それに対し、物理ゲルは、泳動ごとに高分子溶液を入れ替えが可能で、高速で再現性
に優れた分離ができることから、キャピラリーゲル電気泳動の分離媒体として汎用されて
いる。しかし、物理ゲルは溶液の粘度が高いとキャピラリーへの充填が困難となり、キャ
ピラリーへの気泡の混入、再現性の低下の原因となる。高分子溶液の粘度は高分子の濃度
と分子量に依存することから、分離媒体として使用する高分子の濃度、分子量が制限され
る。従って、分析できる分子の大きさに制限があり、特に大きな分子、例えば 1,000塩基対
以上の二本鎖 DNA(dsDNA)、分子量 60,000を超えるタンパク質、数マイクロサイズの細胞
小器官(オルガネラ)の分離は困難である。従って、広い分子量範囲の DNA やタンパク質の
分離、オルガネラといった大きな分子を高分離度、高感度で分離するには新しい分離媒体
が必要である。 
そこで、ポリアクリルアミド骨格に化学的修飾を加えることで高分子物性をコントロー
ルしたプロック共重合体、温度応答性高分子を分離媒体としたキャピラリーゲル電気泳動
の研究が進められている[1-5]。2 種類のポリオキシブチレン-ポリオキシエチレン-ポリオキ
シブチレン(BEB)トリブロック共重合体 B10E270B10と B6E46B6をそれぞれ 3%、5%になるよう
混合した分離媒体は、pBR322プラスミドの HaeIII消化物を効率よく分離する。このトリブ
ロック共重合体は、粘度が室温で 25,000 cPであるのに対し 2 °Cでは 500 cPと 1/50になる。
従って温度を調整することでキャピラリーへの高分子の充填、排出が簡単に行える。さら
に、キャピラリーの内壁に動的に吸着し、キャピラリー内で発生する電気浸透流
(Electroosmotic Flow : EOF)の発生を抑える[1]。また、アクリルアミド-ジヘキシルアクリル
アミド共重合体 LPA-co-DHA は、アクリルアミド骨格に導入されたジヘキシル基が疎水的
に結合することで架橋点を形成する。よって、LPA-co-DHAは同じ分子量の直鎖状ポリアク
リルアミドと比較し、低濃度で絡み合いを形成し DNAを分離できる[2]。ポリアクリルアミ
ドとポリ-N,N-ジメチルアクリルアミドの重合により合成されたくし型の共重合体は、
ssDNAの分離に対しポリアクリルアミドと同等の分離能力を有し、粘度は 200 mPa s以下と
同じ分子量のポリアクリルアミドと比較し 1/30以下である[3]。温度応答性高分子であるヒ
ドロキシプロピルセルロース(HPC)と非応答性のヒドロキシエチルセルロース(HEC)を 1 : 5
の比率で混合した分離媒体は温度を調節することで、細孔サイズを調節できる。25 °Cから
38 °Cの間で温度調整すると、72 – 1353 bpの dsDNAの分離において分画範囲の調整が可能
である[5]。このように、化学修飾により高分子物性をコントロールした分離媒体は、高分
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子溶液の粘度の問題を十分に解決できる。ただし、分離媒体の網目形成メカニズムは、既
存の高分子と本質的には変わらないため、数百 nm以上の大きな細孔を形成するのは難しい
と考えられる。 
自己集合ハイドロゲルは、的確な分子設計が施された両親媒性有機分子が水媒体中で自
己集合化することで形成されるゲルである[6]。自己集合ハイドロゲルの構築単位であるモ
ノマー分子は、水媒体中でモノマーの濃度または熱、光、pH、イオン強度といった外部刺
激により自己集合しナノファイバーやナノチューブを形成する。形成されたナノ構造体は、
互いに物理的に絡み合い多量の水を含んだ三次元の網目構造をもつハイドロゲルになる。
自己集合は可逆的であり、ゾル-ゲル転移により必要な場所に、瞬時に細孔を形成・除去で
きる。自己集合ハイドロゲルが形成するナノ構造はボトムアップ的に構築され、自己集合
条件によってファイバーやチューブの太さ、長さといった 1 次元構造を制御することで、
リボン構造やテープ構造といったファイバーのパッキングによって形成される 2次元構造、
さらにその絡み合いにより形成される 3 次元構造まで階層的に構造制御できる[7]。また、
自己集合ハイドロゲルの配向性により、キャピラリーのようなマイクロチューブの中に規
則的な構造体を配置できる可能性がある。従って自己集合ゲルは、分析する分子サイズに
応じて数 nmから数μmオーダーの範囲の細孔を瞬時に形成でき、ゾル-ゲル転移を利用し粘
度の影響を受けることなくキャピラリーへの充填、排出することが可能であると考えられ
る。 
本研究では、自己集合ゲルをキャピラリーゲル電気泳動の分離媒体とすることにした。
キャピラリーゲル電気泳動の分子篩い物質とする自己集合ハイドロゲルは、蛍光や吸収に
よる検出の妨げにならない透明なゲルを作製し、キャピラリーに充填しやすいよう熱また
は光でゾル-ゲル相転移を起こすことが望ましい。また、自己集合ハイドロゲルの構築単位
の多くは界面活性剤のような電荷をもつ両親媒性分子であることから、自己集合ハイドロ
ゲルの電気的な性質と分離の関係を調べる必要がある。そこで、Figure 5-1に示すカチオン
型、アニオン型、ノニオン型、ベタイン型両親媒性分子 7 種類を低分子ハイドロゲル化剤
として合成し[8-15]、ゲル化条件を検討した。作製したゲルは、熱水溶液としてキャピラリ
ーまたは平板ゲルに導入後、冷却することで自己集合性ナノファイバーからなる電気泳動
分離媒体が形成可能であることがわかった。作製した分離媒体により、DNA のゲル電気泳
動を試みた。自己集合ゲルのみでは分離が不十分であったことから、ノニオン型またはベ
タイン型の自己集合ハイドロゲルとヒドロキシエチルセルロース(HEC)を混合した分離媒
体による核酸の分離も行った。キャピラリー電気泳動より自己集合ハイドロゲルと HECを
混合した分離媒体の細孔は、HEC から形成される細孔より大きくなることが示され、それ
は HECを添加した枯渇効果による PC32PCの凝集に起因することを明らにした。 
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Figure 5-1 自己集合ハイドロゲルを形成する両親媒性物質 
 
5.2. 装置・方法 
5.2.1. 自己集合ハイドロゲルを形成する両親媒性分子の合成 
両親媒性分子は従来の報告例に基づき合成した[8, 9, 11-13, 15]。合成した化合物は、１H 
NMR (400 MHz, Bruker AVANCE400)により同定した。 
 
5.2.2. カチオン型ハイドロゲルによる平板ゲル電気泳動・キャピラリーゲル電気泳動 
ポリアクリルアミドゲル電気泳動は以下の手順で行った。Gemini (n=16) 40 mg (0.056 
mmol)とL-酒石酸ナトリウムまたはD-酒石酸ナトリウム10.94 mg (0.056 mmol)を超純水9.95 
mLに加え加熱し、完全に溶解させ 0.4% (w/v) Gemini (n=16)/酒石酸溶液を調整した。40%ア
クリルアミド/ビス 29 : 1溶液(BIORAD, Hercules, CA, USA)1.5 mL、1.0 x Tris-HCl EDTA緩衝
液(TE) (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0) 3.9 mL、超純水 9.375 mLを混合した溶液に、
沸騰した 0.4% (w/v) Gemini (n=16)/酒石酸溶液 0.15 mLを加えた。Gemini (n=16)/酒石酸が均
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一に混合していることを確認後、10%過硫酸アンモニウム(Ammonium Persulfate : APS, Sigma, 
St Louis, MO, USA) 75 μL テ ト ラ メ チ ル エ チ レ ン ジ ア ミ ン
(N,N,N,N-tetramethylethylenediamine : TEMED, Sigma, St Louis, MO, USA) 7.5 μLを加え、室温
で 40 min放冷しゲルを成型した。電気泳動は、高電圧部にパワーステーション 100VC(ATTO 
Co., Tokyo, Japan)を使用したラピダス･ミニスラブ電気泳動槽(ATTO Co., Tokyo, Japan)によ
り行い、200 bp DNA Ladder、100 bp DNA Ladder、 20 bp DNA Ladder、λ-Eco T14l/Bgl II digest 
(Takara Bio Inc., Otsu, Japan)を 6 x Loading Bufferに混合しそれぞれ分離した。 
キャピラリー電気泳動の分離媒体は以下の手順により調整した。Gemini (n=16) 150.2 mg 
(0.211 mmol)とL-酒石酸ナトリウム 51.38 mg (0.264 mmol)を超純水 29.798 mLに加え加熱し、
完全に溶解させ 0.5% (w/v) Gemini (n=16)/L-酒石酸溶液を調整した。5% (w/v) HEC溶液は、
分子量 90,000の HEC(Sigma, St Louis, MO, USA)1.0275 gを 0.5 x TBE緩衝液(44.5 mM Tris, 
44.5 mM borate, 1 mM EDTA, pH 8.3) 19.522 mLに溶かして調整した。5% (w/v) HEC溶液 10 
mLに、沸騰した状態の 0.5% (w/v) Gemini (n=16)/L-酒石酸溶液0.1 mLを攪拌しながら加え、
そのまま一日攪拌した。HECと Gemini (n=16)/L-酒石酸が均一に混合されたことを確認しこ
れを分離媒体として使用した。キャピラリーゲル電気泳動は、P/ACE™ MDQ電気泳動シス
テム(Beckman Instruments Inc., Fullerton, CA, USA)により、reversed polarityモード、キャピラ
リー温度 25 °Cで行った。全長 30 cm、有効長 20 cm、外径 367 μm、内径 75 μmの溶融石英
ガラスキャピラリー(Polymicro Technologies, Phoenix, AZ, USA)を使用した。電気浸透流の発
生を抑えるためポリアクリルアミドによって内壁処理を施した。Gemini (n=16)/L-酒石酸混
合HEC溶液を充填したキャピラリーに 20 bp DNA Ladder(Takara Nio Inc, Otsu, Japan)を 3,000 
Vで 30秒電圧を印加して導入し、電場 100 V/cmで分離した。検出には、260 nm紫外吸収
を利用した。 
 
5.2.3. アニオン型ハイドロゲルによるキャピラリーゲル電気泳動 
キャピラリー電気泳動の条件は、5.2.2.と同じである。分離媒体として、12Glu12Glu12を
0.5 x TBE 緩衝液に加え加熱して溶解させ室温で放冷し 0.3% (w/v) 12Glu12Glu12溶液を調
整した。分析試料は、20 bp DNA Ladder (Takara Bio Inc, Otsu, Japan)、100 bp DNA Ladder 
(Takara Bio Inc, Otsu, Japan)を等量混合し調整した。 
 
5.2.4. ノニオン型ハイドロゲルによる平板ゲル電気泳動・キャピラリーゲル電気泳動 
アガロース (GE Healthcare Bio-Science Crop., Tokyo, Japan)と Gal-12-Gal、Glc-12-Glc、
Gal-10-Galまたは Glc-10-Glcのノニオン型両親媒性分子を 1.0 x Tris-Acetate EDTA (TAE)緩
衝液 (40 mM Tris, 40 mM Acetate, 1.0 mM EDTA, pH 8.3)に加え、加熱して溶かした後、室温
で放冷しゲルを成型した。アガロースの濃度はすべて 1.5% (w/v)に調整し、ノニオン型両親
媒性分子の濃度は 0%、0.015%、0.03%、0.05% (w/v)となるよう調整した。電気泳動は
Mupid-exU (Avance Co., Ltd., Tokyo, Japan)により行い、200 bp DNA Ladder、100 bp DNA 
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Ladder、 20 bp DNA Ladder、λ-Eco T14l/Bgl II digest (Takara Bio Inc., Otsu, Japan)を 6 x Loading 
Bufferと混合しそれぞれ分離した。染色は、Mupid Blue (Takara Bio Inc Otsu, Japan)により行
った。泳動後のゲルをMupid Blueに 1 min浸漬し、70%エタノールに 60 min浸漬して脱色
し DNAを検出した。 
キャピラリー電気泳動の分離媒体は以下の手順により調整した。ノニオン型両親媒性分
子をジメチルスルホキシド(DMSO)に加え加熱し、完全に溶解させ 0.1%の両親媒性分子を含
む DMSO溶液を調整した。HEC(分子量 1,300,000) (Sigma, St Louis, MO, USA)を 1.0 x TAE緩
衝液に加え溶解し、1.0% (w/v) HEC溶液を調整した。1.0% (w/v) HEC溶液 300 μL、0.1% (w/v)
ノニオン型両親媒性分子 DMSO溶液 300 μL、1.0 x TAE緩衝液 400 μL、1 mg/mLエチジウ
ムブロミド(BIORAD, Hercules, CA, USA)0.2 μLを混合し、0.3% (w/v) HEC、0.03% (w/v)両親
媒性分子、200 ng/mLエチジウムブロミドの分離媒体を作製した。溶媒組成は、1.0 x TAE
緩衝液 : DMSO = 7 : 3とした。また、1.0% (w/v) HEC溶液 300 μL、DMSO 300 μL、1.0 x TAE
緩衝液 400 μL、1 mg/mLエチジウムブロミド 0.2 μLを混合し、0.3% (w/v) HEC、200 ng/mL
エチジウムブロミドを含む溶媒組成 1.0 x TAE緩衝液 : DMSO = 7 : 3の分離媒体を作製した。
分析試料は、Molecular Ruler 100 bp (BIORAD, Hercules, CA, USA)とMolecular Ruler 1 kbp 
(BIORAD, Hercules, CA, USA)を等量混合し調整した。 
キャピラリーゲル電気泳動は、Epi型落射照明型倒立顕微鏡(IX71, Olympus, Tokyo, Japan)
を改良したキャピラリー電気泳動装置(3 章参照)を使用した。キャピラリー電気泳動には、
全長 13 cm、有効長 8 cm、内径 50 x 50 μmの角型の溶融石英ガラスキャピラリーを使用し
た。電気浸透流の発生を抑えるためポリアクリルアミドによって内壁処理を施した。キャ
ピラリーは顕微鏡のステージに水平に設置し、分離媒体はポンプ吸引でキャピラリーに充
填した。サンプルは 1,300 V で 5 秒電圧を印加して陰極より導入し、分離は電場強度+200 
V/cm、-100 V/cmの矩形波を周波数 50 Hzで印加し行った。検出は蛍光を利用し、励起光は
540 nmのバンドパスフィルターを通してキャピラリーに照射され、シグナルは、開口数 1.2、
作動距離 0.21 mmの 60x対物レンズ(PlanApo / IR, Olympus)により集光し、575 nm バンドパ
スフィルター (U-MWIG-3, Olympus)を通して散乱光を取り除き、光電子増倍管
(Photomultiplier Tube : PMT) (R928, Hamamatsu photonics, Co., Hamamatsu, Shizuoka, Japan)に
より検出した。キャピラリーは測定ごとに内部を洗浄し、HEC溶液を充填した。 
 
5.2.5. ベタイン型ハイドロゲルによるキャピラリーゲル電気泳動 
ベタイン型物質 PC32PC、10 mg/mLエチジウムブロミド(BIORAD, Hercules, CA, USA)を
1 x TAE緩衝液に加え加熱して溶解し、室温で放冷し 200 ng/mLエチジウムブロミドを含む
10%、5%、2.5%、1.0% (w/v) PC32PCゲルを調整した。また、1.0 x TE緩衝液に溶解した 1.0% 
(w/v) HEC(分子量 1,300,000)溶液に、沸騰した状態の 50% (w/v) PC32PC水溶液、1.0 x TE緩
衝液を適量加え、100 °Cで 15 min攪拌し、室温で放冷し PC32PCを含む 0.5% (w/v) HEC溶
液を作製した。 
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キャピラリーゲル電気泳動は、P/ACE™ MDQ電気泳動システム(Beckman Instruments Inc., 
Fullerton, CA, USA)により、reversed polarityモード、キャピラリー温度 25 °Cで行った。全
長 30 cm、有効長 20 cm、外径 367 μm、内径 75 μmの溶融石英ガラスキャピラリーを使用し
た。電気浸透流の発生を抑えるためポリアクリルアミドによって内壁処理を施した。90 °C
に加熱した PC32PC溶液または PC32PC/HEC溶液を、液体冷却システムにより 60 °Cに保
ったキャピラリーに充填し、その後キャピラリー温度を 25 °Cで 30分放冷し、キャピラリ
ー内部でゲルを作製した。分析サンプルは、Molecular Ruler 100 bp (BIORAD, Hercules, CA, 
USA)とMolecular Ruler 1 kbp (BIORAD, Hercules, CA, USA)を等量混合して調整し、3,000 V
で 30 秒電圧を印加して導入し、電場 100 V/cmで分離した。検出は、蛍光検出を利用し、
488 nmのアルゴンイオンレーザーを励起光にし、シグナルは 612 nmのバンドパスフィルタ
ーを通して検出した。 
 
5.2.6. ローダミン標識 HECの合成 
テトラメチルローダミンカルボニルアジド(2 mg, Molecular Probe)を HEC(分子量 90,000, 
Sigma, 0.40 g / 50 mL)の DMSO溶液に加え 80 °Cで 90 min加熱し、室温で放冷した。得られ
た溶液をテトラヒドロフラン(Tetrahydrofuran : THF)500 mLに加えると沈殿が析出し、析出
した沈殿を THFで数回洗浄し傾瀉法により上澄みを除去した。沈殿は超純水(30 mL)に溶解
し、透析(Pierce, MWCO=1000)を 2回行い、凍結乾燥により赤い固体としてローダミン標識
HECを得た(収率95%)。HECのヒドロキシグループとローダミンの割合は300 : 1であった。 
 
5.2.7. 自己集合ハイドロゲルと高分子からのナノ・マイクロファイバーの観察 
光学顕微鏡による観察は、ナノファイバー、マイクロファイバーを含む分散液をスライ
ドガラスに滴下しカバーガラスで挟み、位相差顕微鏡(Leica DMRX, PL Fluotar, 100x, 40x 
objective)により行った。顕微鏡画像は 3-CCDカラービデオカメラ(Olympus, CS530MD)で撮
影し、光磁気ディスクドライブ(TEAC, MV-70)に静止画として保存した。原子間力顕微鏡
(Atomic Force Microscopy : AFM)観察の試料は、水に分散させたナノファイバーまたはマイ
クロファイバーを劈開雲母に滴下し、室温で乾燥させた。AFM 測定には、Nanoscope IIIA 
(Digital instrument)を使用し、共鳴振動数 333 kHz、バネ定数 42 N/mの微細加工シリコンカ
ンチレバー(NCH-10V, Veeco)により大気中においてタッピングモードで測定した。赤外スペ
クトル測定には、フーリエ変換赤外分光器(JASCO FT-620)を使用し、全反射測定システムと
して PIKE Technologies 製 MIRacle ダイアモンド 2 回反射 HATR(diamonnd dual-reflection 
horizontal ATR）を用いた。ローダミン標識 HEC の紫外可視吸収スペクトルは NanoDrop 
ND-1000 UV-Vis spectrophotometer (Nanodrop, USA)により測定した。濁度は、Hitachi FL-4500 
UV-Vis spectrometer を使用し 400 nm の吸光度により測定した。分析試料は、0.5% (w/v) 
PC32PCの水溶液に適当量の HECを加え 60 °Cに加熱後、光路長 0.5 cmの石英セルに入れ
20 °Cに冷却し 24時間放置し調整した。 
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5.3. 結果・考察 
分離に使用する自己集合ゲルは、キャピラリーゲル電気泳動の分子篩い物質とするため、
蛍光や吸収による検出の妨げにならない透明なゲルを作製し、キャピラリーに充填しやす
いよう熱または光でゾル-ゲル相転移を起こすことが望ましい。そこで、Figure 5-1に示すカ
チオン型、アニオン型、ノニオン型、ベタイン型両親媒性分子 7種類[8-15]をゲル化剤とし
た自己集合ハイドロゲルを分離媒体とした。電気的性質の異なるゲルを分離媒体とするこ
とで、自己集合ハイドロゲルの電気的な性質がキャピラリー電気泳動の分離に与える影響
を調べた。 
 
5.3.1. カチオン型ハイドロゲルによる DNA分離 
テトラメチルエチレンジアミン骨格に二つ長鎖アルキルを導入した Gemini界面活性剤は
炭素鎖の鎖長を調整することで、ミセル構造、チューブ構造、ラメラ構造を与える[8]。そ
の中でも、C16H33の長鎖アルキルを導入した Gemini (n=16)は有機溶媒または水溶液に加熱
して溶解したのち室温まで冷却すると、らせん状のファイバーを形成し 1% (w/v)以上でゲ
ル化する[9]。光学活性のある酒石酸を対アニオンとすることでらせんの回転方向の調節が
可能である[10]。 
4%のポリアクリルアミドゲルに Gemini (n=16)/L-酒石酸または、Gemini (n=16)/D-酒石酸
を添加しポリアクリルアミドゲル電気泳動による DNAの分離を行った(Figure 5-2)。Gemini 
(n=16)の濃度を 0.4% (w/v)とし、90 min 80 V定電圧を印加し電気泳動を行ったところ、DNA
はゲルの中を泳動しなかった(Figure 5-2B)。最大 150 min電圧を印加したが、DNAは泳動さ
れなかった。Gemini (n=16)の濃度を 0.004%にすることで、65 min 70 V定電圧印加条件にお
いて DNAは泳動された。検出した DNAのバンドはテーリングし、分離は不十分であった
(Figure 5-2C, Figure 5-2D)。サンプルバッファーに含まれるブロモフェノールブルーの泳動距
離を基準に DNAの泳動距離を算出すると、Gemini (n=16)を添加したゲルでは添加していな
いゲルと比較し泳動距離が 1/2に減少した。分離に対するキラリティーの影響も観察されな
かった(Figure 5-2C、Figure 5-2D)。キャピラリーゲル電気泳動では、5% (w/v)ヒドロキシエ
チルセルロース(HEC)に 0.005% (w/v) Gemini (n=16)/L-酒石酸を添加した高分子溶液により
DNAを分離した。印加電圧 3,000 V (電場 100 V/cm)、60 min泳動を行ったが DNAのピーク
は観測されなかった(Figure 5-3)。印加電圧 6,000 V (電場 200 V/cm)にしてもピークは検出さ
れなかった。キャピラリラリーに DNAを導入後、ポンプによりゲルを排出すると、ゲルか
ら DNA を検出した。これより、DNA はキャピラリーに導入されるが、泳動されていない
ことがわかった。以上より、カチオン型の Gemini (n=16)を分離媒体とした電気泳動では、
DNA の泳動が妨げられていることがわかり、これはゲルと DNA の静電的相互作用による
吸着に起因すると考えられる。 
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Figure 5-2 Gemini (n=16)添加ポリアクリルアミドゲル電気泳動 
染色：エチジウムブロミド． 
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Figure 5-3 Gemini (n=16)添加したヒドロキシエチルセルロースによる 
キャピラリーゲル電気泳動 
分離媒体：5％ヒドロキシエチルセルロース(分子量 90,000)，0.005%Gemini(n=16)/L-酒石酸，泳
動液：泳動液 0.5ｘTBE緩衝液 pH 8.3，キャピラリー：ポリアクリルアミドコート，全長 30 cm，
有効長 20 cm，内径 75 μm，試料導入：3,000 V (30 sec)，電場：100 V/cm，検出：紫外部吸収(260 
nm)，試料溶液：TAKARA 20bp + 100bp DNA ladder． 
 
5.3.2. アニオン型ハイドロゲルによる DNA分離 
2つの尿素からなる骨格にカルボン酸を導入した、12Glu12Glu12は pHとアルキル鎖の長
さにより自己集合過程を調節でき、加熱溶解後室温に冷却することでリン酸緩衝液 pH 7.9
中、濃度 0.3% (w/v)でファイバー構造を形成し、ゲル化する。また、水中ではゲルは形成さ
れない[11]。本実験では、電気泳動によるDNAの分離に汎用される 0.5 x TBE緩衝液 pH 8.3、
1.0 x TAE緩衝液 pH 8.3、1.0 x TE緩衝液 pH 8.0中でのゲル形成の検討を行ったところ、1.0 x 
TE緩衝液 pH 8.0中では、12Glu12Glu12は白色沈殿を形成した。0.5 x TBE緩衝液 pH 8.3お
よび 1.0 x TAE緩衝液 pH 8.3では、1.5% (w/v)以上でゲルを形成し、リン酸緩衝液ではゲル
を形成した 0.3% (w/v)では透明な粘性液体であった。 
キャピラリーゲル電気泳動には、0.5 x TBE緩衝液中で調整した 0.3% (w/v) 12Glu12Glu12
の粘性溶液を使用した。DNAをキャピラリーに 3,000 V、30秒で電気的に導入したところ、
DNAのピークは検出されなかった(Figure 5-4)。電圧印加時間 60秒でも結果は同じであった。
キャピラリーに DNAを導入後、ポンプによりゲルを排出したところゲルから DNAは検出
されなかった。従って、0.3% (w/v) 12Glu12Glu12を分離媒体としたキャピラリー電気泳動
では、電気的導入法では DNA がキャピラリーに導入されていないことが明らかとなった。
これは、12Glu12Glu12と DNAの静電反発に起因すると考えられる。 
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Figure 5-4 12Glu12Glu12を分離媒体としたキャピラリーゲル電気泳動 
分離媒体：0.3％12Glu12Glu12，泳動液：0.5ｘTBE緩衝液 pH 8.3，キャピラリー：ポリアクリル
アミドコート，全長 30 cm，有効長 20 cm，内径 75 μm，試料導入：3,000 V (30 sec)，電場：100 V/cm，
検出：紫外部吸収(254 nm)，試料溶液：TAKARA 20 bp + 100 bp DNA ladder． 
 
5.3.3. ノニオン型ハイドロゲルによる DNA分離 
アルキル鎖の両端にアミド結合によりアルドピラノース結合させた双頭型両親媒性分子
Gal-12-Gal、Glc-12-Glcは 0.05 - 5.0%の濃度範囲においてエタノール、ブタノール、THF、
アセトニトリル、アセトン中でオルガノゲルを形成し、水溶液中では、約 0.1% (w/v)で透明
なハイドロゲルを形成する[12]。本実験において、緩衝液中におけるゲル形成の検討を行っ
たところ、0.4%Gal-10-Gal、Glc-10-Glcは 0.5 x TBE緩衝液中で不透明なゲルを与え、1.0 x 
xTAE緩衝液および 1.0 x TE緩衝液には不溶であった。0.4%Gal-12-Gal、Glc-12-Glcは 0.5 x 
TBE緩衝液、1.0 x TAE緩衝液および1.0 x TE緩衝液中で濁りのある柔らかいゲルを与えた。
4種類の双頭型両親媒性分子は水への溶解性は低いが、DMSO への溶解度が高いことから、
DMSOと 1.0 x TAE緩衝液または 0.5 x TBE緩衝液の混合溶媒中でのゲル化を試みた。する
と、沸点近くまで加熱して 0.4%Gal-10-Gal、Glc-10-Glc 、Gal-12-Gal、Glc-12-Glcを完全に
溶解し冷却すると 80 °C付近で透明なゲルが形成された。 
TAE 緩衝液にアガロースと双頭型両親媒性分子を加え加熱し、一度完全に溶解させてか
ら冷却することで 0.015 - 0.05％ハイドロゲル添加 1.5%アガロースゲルを作製し、そのゲル
を分離媒体とし DNA の分離を行った。Figure 5-5 には Glc-12-Glc の結果のみを示すが、
Gal-10-Gal、Glc-10-Glc 、Gal-12-Gal、においても同様の DNAの泳動パターンが得られた。
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インターカレーター型の染色剤であるエチジウムブロミドは、添加した双頭型脂質により
形成されるファイバーと相互作用し発光したため、染色には DNAと静電的相互作用するこ
とで染色するMupid Blueを使用した。染色された DNAは、分子量の違いにより正確に分離
されていることを確認した。しかし、ハイドロゲルを添加していない場合と比較し、分離
の向上は観測されなかった。ハイドロゲルの濃度を変化させても分離への影響は確認でき
なかった(Figure 5-5A, B, C)。 
1. BHQ2 labeled 14mer DNA (泳動マーカー)
2. DNA 20 bp Ladder
3. 100 bp Ladder
4. 200 bp Ladder
5. λ-Eco T14I / Bgl II Digest 
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Figure 5-5 Glc-12-Glc添加アガロースゲル電気泳動 
染色：Mupid Blue． 
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次に、キャピラリーゲル電気泳動による DNA分離を行った。4種類の双頭型両親媒性分
子はゾル-ゲル転移温度が 70 - 90 °Cであるため、キャピラリーに充填途中でゲル化が進行し、
キャピラリー内部で均一なゲルを作製するのは困難であった。そこで、1.0%HEC(分子量
1,300,000)に、DMSO に溶解した 4 種類の双頭型両親媒性分子をそれぞれ加え、0.3% (w/v) 
HECと 0.03% (w/v)双頭型両親媒性分子からなる粘性溶液を作製し、これを分離媒体として
DNAの分離を行った。 
DMSOの影響を調べるため、HECを DMSOと 0.5 x TBE緩衝液の 3 : 7混合溶媒に溶解し
た HEC溶液を分離媒体とし、パルスフィールドキャピラリーゲル電気泳動により 100 bp – 
15 kbpの DNAを分離した(Figure 5-6)。TBE緩衝液中では 30分以内にすべての DNAが泳動
されるのに対し、DMSOを添加すると DNA泳動時間が 55分と長くなり、分離度が上がっ
た。次に、DMSOと 0.5 x TBE緩衝液の 3 : 7混合溶媒に溶解した HECに 0.03%の両親媒性
分子を添加し DNAを分離した(Figure 5-7)。すると、分離度にほとんど変化はないが分離時
間が 5分短縮した。Figure 5-7には Gal-10-Gal、Glc-10-Glcの例を示したが、Gal-12-Galお
よび Glc-12-Glc においても分離時間が 5 分短縮され同様の泳動図が得られた。両親媒性分
子の添加により、HECの形成する細孔サイズが大きくなることで DNAの泳動時間が短くな
ったと考えられる。 
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Figure 5-6 ヒドロキシエチルセルロースによる DNAの分離における DMSOの効果 
分離媒体：0.3％HEC，泳動液：0.5ｘTBE緩衝液 pH 8.3または 0.5xTBE緩衝液/DMSO (7:3 v/v)，
キャピラリー：ポリアクリルアミドコート，全長 13 cm，有効長 8 cm，内径 50 x 50 μm，試料導
入：1,300 V (5 sec)，パルスフィールド：50 V/cm average，検出：励起波長 540 nm，蛍光波長 575 
nm，試料溶液：BIORAD 100 bp + 1 kbp DNA ladder． 
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Figure 5-7 0.03%双頭型両親媒性物質を添加したヒドロキシエチルセルロースによる 
キャピラリーゲル電気泳動 
分離媒体：0.3％HEC，0.03%Gal-12-Galまたは Glc-12-Glc，泳動液： 0.5xTBE緩衝液/DMSO (7:3 
v/v)．その他の条件は Figure 5-6に同じ． 
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5.3.4. ベタイン型ハイドロゲルによる DNA分離 
炭素数 32のアルキル鎖の両端にホスホコリンを有するベタイン型双頭型脂質 PC32PCは、
水中において 0.1% (w/v)の濃度で透明度の高い、硬いゲルを形成する[13]。ゾル-ゲル転移温
度は 49 °Cであり[14]、キャピラリーへの充填も容易である。10%、5%、2.5%、1.0%PC32PC
を分離媒体とし、DNAを分離した(Figure 5-8)。5%、2.5%、1.0%PC32PCを分離媒体とした
場合、10分から 20分にかけてピークが観測された。PC32PCの濃度増加に伴い、移動度が
減少していることから、DNA に由来するピークであると考えられる。ただし、分離度が低
く、ピークの帰属には至らなかった。また、PC32PCの濃度増加に伴い、ピーク強度が減少
し、10%PC32PCではピークが検出されなかった。これは、PC32PCの密度が増加しキャピ
ラリーへの DNAの導入量が減少したためだと考えている。 
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Figure 5-8 PC32PCを分離媒体としたキャピラリーゲル電気泳動による DNA分離 
分離媒体：1.0 – 10％PC32PC，泳動液：1ｘTAE緩衝液 pH 8.3，200 ng/mLエチジウムブロミド，
キャピラリー：ポリアクリルアミドコート，全長 30 cm，有効長 20 cm，内径 75 μm，試料導入：
3,000 V (30 sec)，電場：100 V/cm，検出：励起波長 488 nm，蛍光波長 612 nm，試料溶液：BIORAD 
20 bp + 100 bp DNA ladder． 
 
PC32PCのみでは分離が不十分であったので、PC32PC に DNAの分離に汎用されている
HECを混合し DNAの分離を行った。加熱した PC32PC水溶液を 1.0 x TE緩衝液に溶かし
た HEC(分子量 1,300,000)と混合し、室温に戻すと不透明なゾルを形成した。このゾルをキ
ャピラリーに充填しDNAの分離を行った(Figure 5-9)。0.5% (w/v) HECに 0.1% (w/v) PC32PC
を添加すると、20 bp – 300 bpの DNAのピークがブロードになり分離度が低下した。PC32PC
の濃度増加に伴い、300 bp以上の DNAのピークもブロードになり、1.0% (w/v) PC32PCで
5章 自己集合ハイドロゲルの分子篩い効果 
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は、20 - 1,000 bpの DNAを 100 bp違いでのみ分離できた。この結果より PC32PCを添加す
ると HECが形成する細孔サイズが大きくなっており、細孔サイズの変化は PC32PCの濃度
に依存していると考えられる。 
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Figure 5-9 PC32PCを添加したヒドロキシエチルセルロースを 
分離媒体としたキャピラリーゲル電気泳動 
分離媒体：0.5%HEC(分子量 1,300,000)，0.1 – 1.0％PC32PC，泳動液：1ｘTE緩衝液 pH 8.3，200 
ng/mLエチジウムブロミド，キャピラリー：ポリアクリルアミドコート，全長 30 cm，有効長 20 
cm，内径 75 μm，試料導入：3,000 V (30 sec)，電場：100 V/cm，検出：励起波長 488 nm，蛍光波
長 612 nm，試料溶液：BIORAD 20 bp + 100 bp DNA ladder． 
 
5.3.5. 自己集合ハイドロゲルと高分子からのナノ・マイクロファイバーの形成機構と分子
篩い効果 
ベタイン型両親媒性分子 PC32PCを HECに混合すると、5.3.4.で述べたように不透明なゾ
ルが形成され、PC32PC はゾル-ゲル転移を起こした。Blume らによると、PC32PC の自己
集合化により形成するファイバーは幅 6 - 7 nmであり、PC32PCは透明なゲルである[15, 16]。
そこで、形成されたゾルの組成、構造形態、形成機構を明らかにし、キャピラリー電気泳
動による DNAの分離への影響を考察した。 
光学顕微鏡により、PC32PC 溶液と HEC に PC32PC を添加して形成されるゾルを
(PC32PC/HEC)観察したところ、PC32PC/HECゾルでは幅数μmのマイクロファイバーが形
成されていることを確認した(Figure 5-10)。PC32PCの濃度が増加すると、マイクロファイ
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バーの形成も増加した。マイクロファイバーに疎水性の環境で蛍光を発する 1-アニリノナ
フタレン-8-スルホン酸塩(1,8-ANS)を添加し蛍光顕微鏡観察を行ったところ、マイクロファ
イバーからのみ蛍光が観測された(Figure 5-11)。これより、マイクロファイバーは、疎水ポ
ケットを有することが明らかとなった。HEC は親水性の構造であり、疎水ポケットは存在
しないのに対し、PC32PCには親水性部と疎水性部が存在することから、形成されたマイク
ロファイバーは、PC32PCの凝集体であることが明らかになった。さらに、PC32PCの凝集
形態を調べるため、AFMにより、マイクロファイバーを観察した。HECと PC32PCの混合
により形成されるマイクロファイバーは厚み 4.2 nm であった(Figure 5-12A)。この値は、
Blumeらにより報告された分子長 5.0 nmの PC32PC一層から形成される PC32PC分子ファ
イバーの厚み 4.5 nmによく一致した(Figure 5-12B)。これより、形成されるマイクロファイ
バーは PC32PC一層から構成された凝集体であることを確認した。以上より、HEC溶液に
PC32PC を添加すると PC32PC が凝集し、PC32PC 一層で構成されるマイクロファイバー
を形成していることが明らかになった。光学顕微鏡の観察より、形成されたマイクロファ
イバーは、互いに絡み合いマイクロオーダーの網目構造を形成していることを確認した。
このマイクロオーダーの網目構造は、DNA を分離する分子篩い物質として作用するには細
孔サイズが大きい。そこで、DNAの分離には、PC32PCの凝集に起因する HECの細孔サイ
ズ変化が影響していると考えられる。 
50μm
100μm
100μm
0.5%HEC(分子量1,300,000)
0.5%PC32PC
状態：濁ったゾル
0.5%HEC(分子量1,300,000)
1.0 %PC32PC
状態：濁ったゾル
0%HEC(分子量1,300,000)
5.0%PC32PC
状態：透明ゲル
 
Figure 5-10 PC32PCと HEC混合物の位相差顕微鏡像 
溶媒：0.5 x TBE緩衝液 pH 8.3． 
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Excitation：360-370 nm  
Figure 5-11 1,8-ANS染色 PC32PC/HECマイクロファイバーの蛍光像 
0.5% PC32PC/0.5% HEC (分子量 1,300,000)，溶媒：0.5 x TBE緩衝液 pH 8.3， 
蛍光色素：1,8,-ANS; 1-anilinonaphtalene-8-sulfonate． 
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Figure 5-12 PC32PCから得られたマイクロファイバーと分子ファイバーのAFM像と高さ分布 
(A)0.5%PC32PC/HEC(分子量 1,300,000)，(B)5.0%PC32PC 
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PC32PC のマイクロファイバーの形成メカニズムには、枯渇凝集による PC32PC の組織
化と HECと PC32PCの二成分系自己集合が考えられる(Figure 5-13)。前者では、HECはマ
イクロファイバー構造から排除されバルクの溶液中に存在し、後者では HECは PC32PCと
共にマイクロファイバーを構成しバルクの溶液中の HEC濃度が低下する。そこで、PC32PC
の凝集メカニズムを調べるため、ローダミン標識した HEC に PC32PC を添加し、
PC32PC/Rdm-HECマイクロファイバーを形成した。遠心分離により凝集体と上澄みに分離
し、上澄みの吸収スペクトルを測定した。上澄みの吸光度は PC32PC を添加する前の吸光
度より 7.1%減少し、上澄みから 93%の Rdm-HECが回収された(Figure 5-14)。さらに、上澄
みと凝集体の赤外スペクトルを測定したところ、上澄みには HECのみが含まれ、凝集体は
PC32PCのみで形成されていることが明らかとなった。従って、凝集体の形成メカニズムは
HEC に誘起された枯渇凝集効果によるものと考えられる。枯渇凝集の効果は、添加するポ
リマーの分子量と濃度に比例する。そこで、PC32PCの凝集作用への HECの濃度と分子量
の効果を調べた。0.5%PC32PCに添加する HECの濃度を変化させたときの 400 nmの吸光
度の変化より、マイクロファイバーの形成される HECの濃度を算出した(Figure 5-15)。分子
量 90,000の HECを添加したところ、HEC濃度 0.7%以上で吸光度が変化し、0.7 – 0.8%でマ
イクロファイバーが形成していることがわかった。一方、分子量 1,300,000 の HEC では、
0.3 - 0.4％と低濃度でマイクロファイバーが形成された。これより、凝集体の形成は添加す
る高分子の分子量と濃度に依存していることが明らかとなり、マイクロファイバーの形成
メカニズムは、HEC添加により誘起される枯渇凝集効果による PC32PCの組織化であるこ
とが明らかとなった。 
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Figure 5-13 PC32PC/HECが形成するマイクロファイバーの模式図 
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Figure 5-14 PC32PC/Rdm-HEC凝集後の上澄み中の Rdm-HEC濃度変化 
溶媒：0.5 x TBE緩衝液 pH 8.3． 
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Figure5-15 PC32PC凝集作用への HECの濃度と分子量効果 
0.5%PC32PC，溶媒：0.5 x TBE緩衝液 pH 8.3． 
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マイクロファイバーの形成が枯渇効果に起因することから、バルク中の HECの濃度変化
は無視できる。ただし、枯渇効果は、コロイドまたは小さな凝集体に対し吸着しない水溶
性の高分子の添加によりコロイド間の高分子、水分子が排除されコロイドが凝集する現象
である。従って、マイクロファイバーに対し HECは親和性がなく、マイクロファイバーの
表面における HEC濃度が薄くなり、溶液中で高分子の濃度勾配が形成される。この濃度勾
配により、HECの形成する細孔サイズ分布が広がり HECのみで形成される細孔より大きな
サイズの細孔が形成されたと考えられる。従って、キャピラリーゲル電気泳動による DNA
の分離結果では、PC32PCの添加により分離媒体の細孔サイズが大きくなり分離能、分画範
囲が変化したと考えられる。 
 
5.4. 総括 
本章では、自己集合ハイドロゲルが DNAに対する分子篩いとして機能することを明らか
にした。自己集合ハイドロゲルを形成する両親媒性物質 7 種類を合成し、ゲル化条件を検
討した。作製したゲルは、熱水溶液としてキャピラリーまたは平板ゲルに導入後、冷却す
ることで自己集合性ナノファイバーからなる電気泳動分離媒体が形成可能であることがわ
かった。作製した分離媒体により DNA の分離を行った。その結果、DNA の分離にはハイ
ドロゲルの電気的性質が影響し、カチオン型、アニオン型の自己集合ハイドロゲルは、分
析対象物との電気的な相互作用を考慮し分子設計する必要があり、分子篩い効果により
DNA を塩基数の違いにより分離するには、電気的に中性なノニオン型、ベタイン型の両親
媒性分子から形成されるハイドロゲルが適していた。ノニオン型、ベタイン型両親媒性分
子と HECを混合した分離媒体により DNAを分離すると DNAの移動度は大きくなり、DNA
の分離度も変化した。キャピラリー電気泳動より自己集合ハイドロゲルと HECを混合した
分離媒体の細孔は、HECから形成される細孔より大きくなることが示され、それは HECを
添加した枯渇効果による PC32PCの凝集に起因することを明らにした。 
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総括 
網羅的解析は、生命体を一つのシステムとして捉え生命機能の理解を可能とする。ゲノ
ム解析の技術が確立し、ヒトをはじめ多くのモデル生物の全ゲノム配列が明らかとなった。
しかし、生命現象を一つのシステムと理解するには、ゲノムの解析結果だけでは不十分で
あり、RNA、タンパク質など生命を構成する要素すべての時間の概念と細胞内での位置情
報を含めた網羅的解析が必要である。つまり、RNA やタンパク質を分析対象とする網羅的
解析では、単に塩基配列の決定やタンパク質の同定にとどまらず、発現の絶対量を知る定
量分析と発現プロファイルを作成する比較解析を組み合わせることが重要となる。 
キャピラリー電気泳動法は、1. 分離の再現性が高い、2. 分離能が高い、3. 信頼性の高い
定量分析が可能、4. 分析スピードが速い、5. 試料導入が nL オーダーで済む、といった特
徴を持ち、多成分の生体物質を含む微量試料の一斉分離・定量に適した分析手法である。
ゲノム解析において成果をあげたキャピラリーゲル電気泳動は、RNA やタンパク質の網羅
的解析の新しい分析技術として研究が進められている。しかし、RNA やタンパク質は生体
内での発現量が極端に少なく、高次構造を形成し、生体内で絶えず生成と分解が繰り返さ
れていることから、ゲノム解析で適用してきた分離原理だけではキャピラリーゲル電気泳
動法をトランスクリプトーム解析、プロテオーム解析に応用することは困難である。従っ
て、キャピラリーゲル電気泳動により RNA、タンパク質を網羅的に解析にはそれぞれに適
した分離分析法の確立が必要である。さらに、網羅的解析におけるキャピラリーゲル電気
泳動の応用範囲を広げるには、1000 bp 以上の長い DNA や細胞小器官といった数百 nm 以上
の物質の分離に適応した分離方法の確立が必要であり、以下に示す要素技術の開発が必要
不可欠と考える。 
１．高感度検出法(検出感度 : 1 分子/pL) 
２．変性剤 
３．微量サンプルに適応した精製・変性処理方法 
４．RNA、タンパク質を高分離するための分離媒体 
５．分画範囲の広い分離媒体 
本研究は、キャピラリーゲル電気泳動による RNA、タンパク質の網羅的解析の達成に必
要な基本要素である、高感度検出法の開発、RNA の変性剤の開発、タンパク質の分離メカ
ニズムの解明、分離媒体の開発を行ったものである。 
 
希土類蛍光錯体 Eu3+-p-DTBTA を用いた時間分解キャピラリー電気泳動(2 章) 
希土類蛍光錯体を標識剤とした時間分解キャピラリー電気泳動法により、血清中におい
てタンパク質、DNA の分離検出に成功した。時間分解キャピラリー電気泳動法における蛍
光標識剤として、希土類蛍光錯体 Eu3+-p-DTBTA 合成した。合成した Eu3+-p-DTBTA の蛍光
寿命は、ライゼートや血清の蛍光寿命 3.8、5.0 nsec より 105倍長く、1.2 msec であった。こ
れより、遅延時間 100 μsec で時間分解キャピラリー電気泳動を行うことで、血清やライゼ
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ートからの蛍光の影響を受けることなくEu3+-p-DTBTAの蛍光のみを検出できることがわか
った。 
8 種類のタンパク質を Eu3+-p-DTBTA で標識しこれらを仔牛胎児血清中でドデシル硫酸ナ
トリウム(SDS)-時間分解キャピラリーゲル電気泳動分析を行ったところ、遅延時間 100 μsec
で血清からのバックグラウンド蛍光の影響を受けることなく分離、検出に成功した。さら
に、Eu3+-p-DTBTA により DNA の直接標識に成功し、Eu3+-p-DTBTA を末端に標識した 63
塩基の一本鎖 DNA により血清中でのハイブリダイゼーションアッセイを行い、c-Ha-ras 遺
伝子の codon12 の点突然変異を検出した。 
本研究により、希土類蛍光錯体を標識剤とした時間分解キャピラリー電気泳動法は、生
体物質から抽出した微量試料を精製することなく高感度に目的物だけを直接検出できる手
法となることが示された。 
 
カルボン酸を用いた RNA 分離(3 章) 
カルボン酸が核酸に対し強い変性力を持つことを発見し、そのカルボン酸を変性剤とす
ることで、キャピラリーの内部で変性と分離を同時に行うインキャピライリーディネイチ
ャリングゲル電気泳動により RNA の分離を提案した。カルボン酸を変性剤としたインキャ
ピライリーディネイチャリングゲル電気泳動では、1,000 nt 以上の長い RNA の分離が特に
優れており、尿素と熱による変性を行い分離した結果と比較して、分画範囲が広がった。
理論段数も従来法より高く、分離度も優れていた。 
さらに RNA と DNA では検出可能な pH に違いがあることを発見し、泳動液の pH を調整
することで、DNA と RNA の混合試料から RNA を選択的に検出することに成功した。本研
究により、RNA を変性剤により前処理する操作を省略することができ、細胞や組織から抽
出した 100 pL 以下の微量の RNA を、変性と同時に分離できる技術が確立した。 
 
動的光散乱法による高分子溶液の細孔サイズの決定と SDS-キャピラリーゲル電気泳動にお
けるタンパク質分離(4 章) 
動的光散乱法により、ヒドロキシエチルセルロース(HEC)が形成する細孔サイズを直接測
定し、タンパク質の移動度との関係を実験的に明らかにした。高分子が互いに絡み合って
いない希薄溶液では、分離媒体の分子量がタンパク質の移動度を支配するのに対し、高分
子が絡み合っている準希薄溶液では、タンパク質の移動度は形成される高分子の細孔のサ
イズにのみ依存し、分子量およびそれに伴う粘度の増加の影響は受けないことを明らかに
した。 
希薄溶液におけるタンパク質の分離では、分子量 720,000 の HEC において一部のタンパ
ク質を除き分離できるのに対し、分子量の小さい HEC では分離が不十分であったことから、
分子量の大きい鎖長の長い高分子が適していることが明らかとなった。一方、準希薄溶液
では、平均細孔サイズが 10 - 20nm のときにもっとも分離に優れ 6 種類すべてのタンパク質
6 章 総括 
 
 
98
が短時間で分離でき、10 nm 以下になると分離時間が 30 min 以上となり分析時間が長くな
ることがわかった。 
本研究では、高分子の構造的物性の詳細を簡単かつ直接的に調べることが可能な動的光
散乱法により、キャピラリーゲル電気泳動における高分子の分子篩い効果を評価できるこ
とが示された。直接高分子構造を測定することで、理論計算や粘度測定から分離のメカニ
ズムを解明する従来の手法より詳細な情報が得られ、分離効率の向上、新規分離媒体の開
発に役立つ。 
 
自己集合ハイドロゲルの分離篩効果(5 章) 
自己集合ハイドロゲルが DNA に対する分子篩いとして機能することを明らかにした。自
己集合ハイドロゲルを形成する両親媒性物質 7 種類を合成し、ゲル化条件を検討した。作
製したゲルは、熱水溶液としてキャピラリーまたは平板ゲルに導入後、冷却することで自
己集合性ナノファイバーからなる電気泳動分離媒体が形成可能であることがわかった。作
製をしたゲルを分離媒体とした DNA の分離では、ハイドロゲルの電気的性質が影響し、カ
チオン型、アニオン型の自己集合ハイドロゲルは、分析対象物との電気的な相互作用を考
慮し分子設計する必要があり、分子篩い効果により DNA を塩基数の違いにより分離するに
は、電気的に中性なノニオン型、ベタイン型の両親媒性分子から形成されるハイドロゲル
が適していた。一方、ノニオン型、ベタイン型両親媒性物質と HEC を混合した分離媒体に
より DNA を分離すると DNA の移動度は大きくなり、DNA の分離能も変化した。ベタイン
型両親媒性物質 PC32PC と HEC を混合し得られるマイクロファイバーの組成、構成形態、
形成メカニズムを明らかにした。HEC の添加により誘起される枯渇効果により PC32PC が
凝集し、HEC の細孔サイズが大きくなることを見出した。本結果により得られたキャピラ
リー電気泳動における分離媒体としての自己集合ゲルの知見は、今後の自己集合性分子の
分子設計に大きく貢献する。 
 
本研究で得られた成果により、キャピラリーゲル電気泳動による RNA、タンパク質の分
離能が向上し、高感度検出が可能になる。さらに、時間分解キャピラリー電気泳動やイン
キャピラリーディネイチャリングゲル電気泳動は生体から抽出したサンプルを変性、精製
などの前処理をすることなく分離、検出する技術であり、細胞一個の容量に匹敵する数 pL
オーダーの微量試料の分析を可能とする。今後、キャピラリー電気泳動の分離技術と蛍光
顕微鏡観察やマイクロチップによる細胞のマニュピレーション技術、細胞破砕技術、微量
試料を取り扱技術をオンラインで組み合わせることで、細胞内での位置情報、時間情報を
含めて生体物質を同定、定量するが可能となり RNA、タンパク質の網羅的解析技術が飛躍
的に向上すると考えられる。 
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2 章 
Eu3+-p-DTBTA was synthesized as follows: 
 
General 
 
All chemical regents were used without further purification. 1H NMR spectra were recorded on 
JEOL JNM-AL300 (300 MHz) and JEOL 400 FT NMR (400 MHz) SYSTEM instruments. 1H NMR 
chemical sifts were referenced to the resonances of tetramethylsilane. Coupling constants were 
reported in hertz (Hz). Fast atom bombardment mass spectra (FAB-MS) were obtained with a SX-
102A spectrometer (JEOL). Electrospray ionization mass spectra (ESI-MS) were recorded on a 
Finnigan LCQ-DECA spectrometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). 
 
Synthesis of 4′-nitro-4-phenylbenzaldehyde (1) 
  
Sulfuric acid (500 mL) containing 4-phenylbenzaldehyde (25.3 g, 139 mmol) and KNO3 (16.8 g, 166 
mmol) was stirred for 30 min at 0°C, then for 3.5 h at room temperature. The solution was then 
added to ice. The precipitate was filtered, washed with water, then dissolved in chloroform and the 
chloroform solution was extracted with water. The organic phase was dried over anhydrous Na2SO4, 
and the solvent was evaporated. The residue was washed with cold methanol and dried in vacuo to 
give 1 (15.9 g, 50.1%); δH (400 Hz, CDCl3, Me4Si) 7.80 (4H, d, J 8.8), 8.02 (2H, d, J 8.0), 8.35 (2H, 
d, J 8.8) and 10.10 (1H, s). 
 
Synthesis of (E)-3-(4′-nitrobiphenyl-4-yl)-1-(pyridine-2-yl)propenone (2) 
 
A solution of potassium hydroxide (4.16 g, 74.1 mmol), methanol (180 mL), and water (30 mL) was 
prepared in an ice bath. Compound 1 (16.8 g, 74.1 mmol) and 2-acetylpyridine (8.98 g, 74.1 mmol) 
were added to the solution. The mixture was stirred for 3 h at 0°C, then for 3 h at room temperature. 
The precipitate was filtered and washed with methanol–H2O 50:50 (v/v). The residue was 
recrystallized from 200 mL methanol to afford 2 (21.3 g. 86.9%); LRFAB-MS: m/z = 331.15 ([M + 
H]+); δH (400 MHz, CDCl3, Me4Si) 4.44 (1H, s), 5.37 (1H, s), 7.52–7.55 (1H, m), 7.58–7.64 (4H, m), 
7.74 (2H, d, J 9.2), 7.90 (1H, t, J 7.7), 8.10 (1H, d, J 7.6), 8.30 (2H, d, J 9.2) and 8.70 (1H, d, J 4.4). 
 
Synthesis of N-[2-(pyridine-2-yl)-2-oxoethyl]pyridinium iodide (3) 
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A mixture of pyridine (250 mL), 2-acetylpyridine (36.3 g, 300 mmol), and iodine (74.1 g, 300 
mmol) was heated under reflux for 17 h. The precipitate was filtered and dried in vacuo to give 3. 
 
Synthesis of 4′-(4′-nitro-biphenyl-4-yl)-2,2′;6′,2′′-terpyridine (4) 
 
A mixture of compound 2 (21.3 g, 64.4 mmol), compound 3 (21.0 g, 64.4 mmol), and ammonium 
acetate (24.8 g, 322 mmol) in anhydrous methanol (540 mL) was heated under reflux for 26 h then 
cooled to room temperature. (Ammonium acetate was dried in vacuo before use.) The precipitate 
was filtered and washed with cold methanol. The residue was recrystallized from 2.5 L acetonitrile 
to afford 4 (11.4 g, 41.1%); LRFAB-MS: m/z = 431.20 ([M + H]+); δH (400 MHz, CDCl3, Me4Si) 
7.38 (2H, t, J 6.2), 7.81 (4H, m), 7.90 (2H, t, J 7.2), 8.06 (2H, d, J 8.4), 8.35 (2H, d, J 8.8), 8.70 (2H, 
d, J 8.0), 8.75 (2H, d, J 4.4), and 8.80 (2H, s). 
 
Synthesis of 4′-(4′-nitro-biphenyl-4-yl)-2,2′;6′,2′′-terpyridine-1,1′′-dioxide (5) 
 
3-Chloroperoxybenzoic acid (10.2 g, 59.2 mmol) was dissolved in 500 mL dichloromethane 
containing compound 4 (4.38 g, 10.2 mmol). The mixture was stirred for 24 h at room temperature. 
The solution then was extracted three times with 10% Na2CO3 (500 mL), the organic phase was 
dried over anhydrous Na2SO4, and the solvent was evaporated. The residue was washed with 
acetonitrile and dried in vacuo to give 5 (4.39 g, 93.0%); δH (400 MHz, DMSO-d6, Me4Si) 7.34 (2H, 
t, J 6.8), 7.43 (2H, t, J 7.8), 7.76 (2H, d, J 8.4), 7.81 (2H, d, J 8.4), 7.98 (2H, d, J 8.0), 8.27 (2H, d, J 
8.0), 8.33 (2H, d, J 8.8), 8.38 (2H, d, J 6.8), and 9.32 (2H, s). 
 
Synthesis of 4′-(4′-nitrobiphenyl-4-yl)-2,2′;6′,2′′-terpyridine-6,6′′-dicarbonitrile (6) 
 
Trimethylsilyl cyanide (9.29 g, 93.6 mmol) was added to 350 mL dichloromethane containing 
compound 5 (4.33 g, 9.36 mmol). After stirring for 20 min, benzoyl chloride (5.26 g, 37.4 mmol) 
was added dropwise to the solution over 20 min. After stirring for 24 h at room temperature, the 
solution was evaporated to half the volume. Then 400 mL 10% K2CO3 was added to the solution and 
the mixture was stirred for 1 h at room temperature. The precipitate was filtered, washed with water 
and cold dichloromethane, and dried in vacuo to give 6 (2.60 g, 57.8%); δH (300 MHz, DMSO-d6, 
Me4Si) 7.80 (2H, t, J 7.5), 7.85 (4H, d, J 8.4), 8.06 (4H, d, J 7.5), 8.37 (2H, d, J 8.4), and 8.88-8.90 
(4H, m). 
 
Synthesis of tetra(tert-butyl)-2,2′,2′′,2′′′-[4′-(4′-nitrobiphenyl-4-yl)-2,2′;6′,2′′-terpyridine-6,6′′-
diyl] bis(methylenenitrilo) tetrakis(acetate) (7) 
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A mixture of compound 6 (3.35 g, 6.91 mmol), anhydrous tetrahydrofuran (THF) (60 mL), and 
BH3.THF (100 mL) was stirred for 19 h at room temperature. Excess BH3 was then destroyed by 
addition of methanol. The mixture was evaporated, and the residue was dissolved in 80 mL of a cold 
methanolic solution of hydrochloric acid. After stirring of the mixture for 1 h at room temperature 
the precipitate was filtered and dried in vacuo to give the intermediate product. The yield was 2.44 g. 
A mixture of the intermediate product (2.44 g), bromoacetate tert-butyl ester (5.2 mL), 
diisopropylethylamine (DIPEA) (18 mL), and dry acetonitrile (73 mL) was heated under reflux for 
23 h. After removal of the solvent, CHCl3 was added to the residue. The solution was extracted with 
H2O (3 × 180 mL), and the organic phase was dried over anhydrous Na2SO4. The solvent was 
evaporated and the crude product was purified by column chromatography on silica gel with CHCl3–
methanol 98:2 (v/v) then CHCl3 as mobile phase to give 7 (1.14 g, 27.8%); δH (300 MHz, DMSO-d6, 
Me4Si) 1.46 (36H, s), 3.56 (8H, s), 4.19 (4H, s), 7.71 (2H, d, J 7.8), 7.77 (6H, m), 8.03 (2H, d, J 8.4), 
8.36 (2H, d, J 8.4), 8.56 (2H, d, J 8.1), and 8.79 (2H, s). 
 
Synthesis of tetra(tert-butyl)-2,2′,2′′,2′′′-[4′-(4′-aminobiphenyl-4-yl)-2,2′;6′,2′′-terpyridine-
6,6′′-diyl] bis(methylenenitrilo) tetrakis(acetate) (8) 
 
A mixture of compound 7 (838 mg, 887 μmol) and ethanol (55 mL) was heated to 70°C. SnCl2.2H2O 
(1.24 g, 5.5 mmol) was added to the solution, and the mixture was stirred at 70°C for 1 h. After 
cooling to room temperature the mixture was poured into an ice-cold mixture of diethylenetriamine 
pentaacetic acid (6.9 g, 17.6 mmol) and H2O (110 mL). The mixture was neutralized with saturated 
NaHCO3 solution and then extracted three times with CHCl3 (100 mL). The organic phase was dried 
with Na2SO4 and evaporated to give 8 (512 mg, 63.0%); δH (400 MHz, CDCl3, Me4Si) 1.46 (36H, s), 
3.56 (8H, s), 4.18 (4H, s), 6.80 (2H, d, J 7.6), 7.51 (2H, d, J 8.8), 7.70 (6H, m), 7.86 (4H, m), 8.54 
(2H, d, J 7.6), and 8.77 (2H, s). 
 
Synthesis of 2,2′,2′′,2′′′-[4′-(4′-aminobiphenyl-4-yl)-2,2′;6′,2′′-terpyridine-6,6′′-diyl] 
bis(methylenenitrilo) tetrakis(acetic acid) (9) 
 
A mixture of compound 8 (94.7 mg, 103 μmol) and trifluoroacetic acid (10 mL) was stirred for 1.5 h 
at room temperature. The solution was then evaporated. The residue was washed with diethyl ether 
and dried in vacuo to give 9 (74.4 mg, 78.6%); δH (400 MHz, DMSO-d6, Me4Si) 3.75 (8H, s), 4.23 
(4H, s), 6.84 (2H, d, J 6.0), 7.57 (2H, d, J 7.6), 7.67 (2H, d, J 7.6), 7.81 (2H, d, J 7.2), 8.01 (2H, d, J 
7.2), 8.08 (2H, dd, J 7.4 and 7.6), 8.60 (2H, d, J 7.6), and 8.77 (2H, s). 
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Synthesis of {2,2′,2′′,2′′′-[4′-(4′-aminobiphenyl-4-yl)-2,2′;6′,2′′-terpyridine-6,6′′-
diyl]bis(methylenenitrilo)tetrakis(acetato)}europium(III) (10) 
 
Compound 9 (39.9 mg, 49.6 μmol) was added to water (2 mL) and the pH of the solution was 
adjusted to 6.5 with 1 M NaOH. EuCl3.6H2O (20.0 mg, 54.5 μmol) in H2O (300 μL) was then added 
to the solution, and the pH was again adjusted to 6.5 with 1 M NaOH. After stirring of the solution 
for 1.5 h at room temperature, the pH was adjusted to 8.5 with 1 M NaOH. After decantation of the 
solution, the supernatant liquid was mixed with 30 mL acetone to precipitate the yellow product. The 
yellow precipitate was isolated by centrifugation, washed with acetone, and dried in vacuo to give 10 
(40.1 mg, 93.8%); ESI-MS: m/z = 839.5 [M-], 863.5 [M + Na+]. 
 
Synthesis of {2,2′,2′′,2′′′-{4′-{[(4,6-dichloro-1,3,5-triazyin-2-yl)-4′-amino]biphenyl-4-yl}-
2,2′:6′,2′′-terpyridine-6,6′′-diyl}bis(methylenenitrilo)tetrakis(acetato)}europium(III) (Eu3+-p-
DTBTA; 11) 
 
Compound 10 (5.3 mg, 6.15 μmol) was dissolved in 1 M triethylamine acetate acid buffer at pH 4.9 
(1.5 mL) then 2,4,6-dichloro-1,3,5-triazine (10.2 mg, 55.3 μmol) and acetone (500 μL) were added. 
After stirring for 30 min at room temperature, the mixture was added to acetone to precipitate the 
yellow product. The yellow precipitate was filtered, washed with acetone, and dried in vacuo to give 
11, Eu3+-p-DTBTA (4.0 mg, 64%); ESI-MS: m/z = 986.3 [M-], 1008.3 [M + Na+]. 
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ャピラリーゲル電気泳動分離分析”，SORST ジョイントシンポジウム(6)超微量物質の同
定/認識の化学，東京，2007 年 1 月. 
 
  
 
 
研究業績 
種 類 別   題名、  発表・発行掲載誌名、  発表・発行年月、  連名者（申請者含む）
講演 
 
 
 
講演 
 
 
 
講演 
 
 
 
 
その他 
○(特許) 
 
 
 
その他 
(論文) 
 
 
(論文) 
 
 
 
(論文) 
 
 
 
(論文) 
 
 
(論文) 
 
 
 
(論文) 
 
 
 
佐々木元康，住友慶子，山口佳則 
“スクウェアキャピラリーを用いたキャピラリー電気泳動分離分析”，第 26 回キャピラ
リー電気泳動シンポジウム，京都，2006 年 11 月. 
 
伊藤峻久，住友慶子，山口佳則 
“時間分解キャピラリー電気泳動による Eu-pDTBTA ラベル DNA の検出”，第 26 回キャ
ピラリー電気泳動シンポジウム，京都，2006 年 11 月. 
 
住友慶子，山口佳則 
“生体物質分離分析に用いるポリマーと分子ふるい効果”，第 5 回界面ナノアーキテクト
ニクスワークショップ，有機・無機を超えたナノアーキテクトニクスと機能，つくば，
2006 年 3 月. 
 
 
山口佳則，住友慶子 
特願 2008－5327 
“カルボン酸を含む泳動液を用いた生体関連物質の高感度・高分離能電気泳動” 
 
 
“Developing a Hybrid Emulsion Polymerization System to Synthesize Fe3O4/Polystyrene Latexes 
with Narrow Size Distribution and High Magnetite Content”, J. Polym. Sci. PartA: Polym. 
Chem., 45, 5285-5295 (2007), Longlan Cui, Hong Xu, Ping He, Keiko Sumitomo, Yoshinori 
Yamaguchi, Hongchen Gu. 
 
“New Luminescent Europium (III) Chelates for DNA Labeling”, Inorg. Chem., 45, 4088-4096 
(2006), Takuya Nishioka, Jingli Yuan, Yuji Yamamoto, Keiko Sumitomo, Zhen Wang, Kimikazu 
Hashino, Chihiro Hosoya, Keisuke Ikawa, Guilan Wang, Kazuko Matsumoto. 
 
“Homotropic Negative Allostery in Alkali Metal Ion Recognition by Biscalix[4]arene-Based 
Receptor”, Tetrahedron Lett., 45, 6761-6763 (2004), Tatsuya Nabeshima, Toshiyuki Saiki, Keiko 
Sumitomo, Shigehisa Akine.  
 
“Doubly Bridged Biscalix[4]arene for Homotropic and Heterotropic Allosteric Effects on Ion 
Recognition”, Tetrahedron Lett., 45, 4729-4722 (2004), Tatstuya Nabeshima, Toshiyuki Saiki, 
Keiko Sumitomo, Shigehisa Akine.  
 
“Modulation of Metal Recognition by a Novel Calix[4]arene Bearing Two Bipyridine Units as a 
Molecular Gate”, Org. Lett., 4, 3207-3209 (2002), Tatsuya Nabeshima, Toshiyuki Saiki, Keiko 
Sumitomo.  
 
“Crystal Structure of 
15,85,105,125,195,215,245,275-octa-t-butyl-102,212,242,272-tetrakis[(2-methoxy)ethoxy]-2,7,13,18-t
etraoxa-4,15(5,2),5,16(2,5)-tetrapyridina-1,8,19(2,1,3),12(1,2,3),10,21,24,27(1,3)-dodecabenzena
tricyclo[17.3.3.38,12]-octacosaphane tetrakis(dichloromethane), (C124H152N4O12)(CH2Cl2)4”, Z. 
Kristallogr. NCS, 216, 521-524 (2001), Shigehisa Akine, Keiko Sumitomo, Tatsuya Nabeshima. 
 
 
 
  
 
 
研究業績書 
種 類 別   題名、  発表・発行掲載誌名、  発表・発行年月、  連名者（申請者含む）
その他 
(国内学会
講演) 
 
(講演) 
 
 
 
(講演) 
 
 
 
 
(講演) 
 
 
(講演) 
 
 
崔隴蘭，住友慶子，山口佳則 
“ハイブリッドエマルジョン重合法を用いた Fe3O4/ポリスチレンラテックス磁気ビーズ
の合成と特性評価”，日本化学会第 87 春季年会，大阪，2007 年 3 月. 
 
住友慶子，山口佳則、橋野仁一、松本和子 
“希土類蛍光錯体標識ストレプトアビジンのペプチドマッピング”，第 25 回キャピラリ
ー電気泳動シンポジウム，兵庫，2005 年 11 月. 
 
住友慶子，清水幸子，五十嵐庸，松本和子 
“ユウロピウムおよびテルビウムクリプテートの合成およびその蛍光特性”，日本薬学会
金属が関与する生体関連反応シンポジウム-金属が関与する生体反応を化学する-，千葉，
2003 年 6 月. 
 
住友慶子，桜田奈央子，五十嵐庸，松本和子 
“新規希土類蛍光錯体の合成とその蛍光特性”，日本化学会第 83 春季年会，東京，2003
年 3 月. 
 
五十嵐庸，清水幸子，住友慶子，松本和子 
“クリプテート型新規希土類蛍光錯体の合成とその蛍光特性”，日本化学会第 83 春季年
会，東京，2003 年 3 月. 
 
 
他 国内学会発表 5 件，学内 21COE シンポジウム 3 件，学内 COE シンポジウム 1 件 
 
